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(57) Abstract: The invention 
relates to polypeptides comprising, 
as constituent A, at least three 
monomers of a member of the TNF 
ligand family and, as constituent 
B, at least two peptide linkers that 
link the monomers of the member 
of the TNF ligand family to one 
another- The invention also relates 
to the use of these polypeptides for 
treating diseases and for producing 
a medicament or a vaccine. The 
invention also relates to methods 
for producing and isolating these 
polypeptides, to nucleic acids that 
code for these polypeptides, to 
vectors containing these nucleic 
acids, to host cells transfected with 
these vectors, and to pharmaceutical 
compositions containing these 
inventive objects. Finally, the 
invention relates to methods for 
the extracorporeal manipulation, 
depletion and/or removal of 
components contained in body 
fluids, e.g. by means of apheresis. 
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(57) Zusammenfassung: Die vorliegende Erfindung betrifft Polypeptide, welche mindestens drei Monomere eines Mitglieds der 
TNF-Ligandenfamilie als Komponenten A und mindestens zwei Peptid-Linker als Komponenten B umfassen, wobei die Peptid-Lin- 
ker die Monomere des Mitglieds der TNF-Ligandenfamilie miteinander verkniipfen. Des weiteren betrifft die vorliegende Erfindung 
die Verwendung dieser Polypeptide zur Behandlung von Erkrankungen, zur Herstellung eines Arzneimittels oder einer Vakzine. Dar- 
uber hinaus betrifft die Erfindung Verfahren zur Herstellung und Isolierung dieser Polypeptide sowie fiir die Polypeptide codierende 
Nukleinsauren, diese enthaltende Vektoren, mit diesem transfizierte Wirtszellen und pharmazeutische Zusammensetzungen, welche 
diese genannten Erfindungsgegenstande enthalten. Schliesslich betrifft die Erfindung Verfahren zur extrakorporalen Manipulation, 
Depletion und/oder Entfernung von in Korperflussigkeiten enthaltenen Bestandteilen, z.B. mittels Apherese. 
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Die vorliegende Erfindung betrifft Polypeptide, welche mindestens drei Monomere eines 
Mitglieds der TNF-Iigandenfamilie als Komponente A und mindestens zwei Peptid-Linker 
als Komponenten B umfassen, wobei die Peptid-Linker die Monomere des Mitglieds der 
TNF-Ligandenfamilie miteinander verktmpfen. Des weiteren betrifft die vorliegende Erfin- 

20 dung die Verwendung dieser Polypeptide zur Behandlung von Erkrankungen, zur Herstellung 
eines Arzneimittels oder einer Vakzine. Dariiber hinaus betrifft die Erfindung Verfahren zur 
Herstellung und Isolierung dieser Polypeptide sowie fur die Polypeptide codierende Nuklein- 
sauren, diese enthaltende Vektoren, mit diesen transfizierte Wirtszellen und pharmazeutische 
Zusammensetzungen, welche die genannten Erfindungsgegenstande enthalten. SchlieBlich 

25 betrifft die Erfindung Verfahren zur extrakorporalen Manipulation, Depletion und/ oder Ent- 
fernung von in Korperfliissigkeiten enthaltenen Bestandteilen, z.B. tnittels Apherese. 

Bei den Mitgliedern der TNF-Ligandenfamilie handelt es sich urn proinflammatorische Zyto- 
kine. Zytokine im allgemeinen und insbesondere die Mitglieder der TNF-Iigandenfamilie 

30 spielen eine wichtige Rolle bei der Stimulation und Koordination des angeborenen Immun- 
systems sowie der humoralen (Antikorper-vermittelten) Immunantwort, der Induktion von 
Apoptose, dem Aufbau von Knochen, der Ausbildung der Anlagen fur Haarwuchs, Zahn- 
wuchs und SchweiBdnisenentwicklung, der Anlage von Lymphknoten und vielem mehr (Ag- 
garwal, B.B. (2003), Nat. Rev. Immunol. 3, 745-756). Eine fehlerhafte Regulierung von Mit- 

35 gliedern der TNF-Ligandenfamilie kann dagegen zu zahlreichen pathologischen Zustanden 
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fuhren. Hierzu gehort bspw. der septische Schock, AutoimmunerkrankxLngen, wie Rheuma- 
toide Arthritis, oder neurodegenerative Erkrankungen. Der Tumor-Nekose-Faktor (INF) ist 
das namensgebende und wohl wichtigste Mitglied dieser groBen Zytokinfamilie. 

5 Hire Wirkung entfalten die Mitglieder der TNF-Iigandenfamilie in ihrer biologisch aktiven 
Form als Homotrtmere (Banner, D.W. et aL, (1993) Cell 73, 431-445). Trimere Strukturen 
und auch Aggregationen hoherer Ordnung (z.B. Oligo- oder Multimere von Trimeren) von 
Proteinen sind in der Natur zahlreich anzutreffen. Beispiele sind das Cartilage Matrix Protein 
(CMP), ein Bindegewebsprotein (Beck et al. (1996), J Mol Biol 256, 909-923), Proteine aus 
1 0 der Kollagenfamilie, wie die Clq-Familie, zu der Clq, Kollagen al (X), a2 (VII), das Uberwin- 
terungsprotein, ACRP30, das innere Ohrstmkturprotein, Cellebrin und Multimerin gehdren 
(Kishore und Reid, (1999), Immunopharmacol. 42, 15-21), und Proteine der Collectin- 
Familie, wie das Lung Surfactant Protein A (SP-A) und das Mannose-Bindungsprotein (MBP) 
(Epstein et aL (1996), Current Opinion in Immunology, Vol 8 Nr.l, 29-35). 

15 

Die Zusammenlagerung von Proteinen zu einem Trimer erfolgt an den Oberflachen dieser in 
Losung trimerisierenden Proteine aufgrund von Wechselwirkungen, wie hydropboben Wech- 
selwirkungen, Wasserstoffbriickenbindungen, kovalenten Bindungen (z.B. Disulfidbriicken), 
und/ oder Coulomb-Kraften, aber auch aufgrund von StaLkturmotiven, d.h. charakteristi- 

20 schen Aminosauresequenzen, die eine Formation von intermolekularen Supersekundarstruk- 
turen bewirken. Bei den Mitgliedern der TNF-Ligandenfamilie werden die drei Monomere in 
der homotrimeren Struktur nicht-kovalent iiber hydrophobe Bindungen zusammengehalten. 
In ihrer aktivierten Form aktivieren sie wiederum ihnen gegeniiberstehende Mitglieder der 
TNF-Rezeptorfamilie, die als solche keine enzymatische Aktivitat besitzen. Beispielsweise 

25 bindet TNF als ein Mitglied der TNF-Ligandenfamilie an die zwei Membranrezeptoren 
TNFR1 und TNFR2 und vermittelt die Trimerisierung bzw. die Aktivierung bereits trimer- 
vorliegender, aber Signal-inaktiver Rezeptoren. Durch die Komplexbildung der Rezeptoren 
wird eine Signalkaskade eingeleitet, mit der u.a. eine Assoziation zytoplasmatischer Adapter- 
proteine einhergeht (Wajant, H. et al (2003), Cell Death, Differ, 10, 45-65). Die trimere Struk- 

30 tur von TNFR1 und TNFR2 stellt sich derart dar, daB die Rezeptoren jeweils im Zwischen- 
raum zwischen zwei der drei TNF-Monomere des TNF-Homotrimers binden (Banner et al. 
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(1993) supra). Hieraus wird deutlich, dass sowohl TNF als auch die anderen Mitglieder der 
TNF Ligandenfamilie nut in seiner/ihrer Struktur als Homotrimet biologisch aktiv ist/sind. 

Aufgrund ihrer Funktion konnen die Mitglieder der TNF-Ligandenfamilie bzw. deren Memb- 
5 ranrezeptoren mannigfaltig zur Behandkmg zahlreicher Erkrankungen, wie Infektions- und 
Endzundungskrankheiten, Stoffwechselerkrankungen, Erkrankungen, die in einer fehlerhaf- 
ten Regulierung der Apoptose begriindet skid, neurodegenerative Erkrankungen und vielen 
weiteren Erkrankungen, eingesetzt werden. Eine besonders wichtige Rolle spielt ihr Einsatz 
bei der Behandlung von Krebserkrankungen, da es sich bei den Mitgliedern der TNF- 

10 ligandenfamilie generell urn antitumoral wirkende Substanzen handelt Insbesondere zu er- 
wahnen sind in diesem Zusammenhang TNF selbst (Eggermont, A.M. and ten Hagen, T.L. 
(2003), Curt. Oncol. Rep. 5, 79-80), TRAIL (TNF releated apoptoses inducing Hgand), auch 
Apo 2L genannt (Weley et al. (1995), Immunity 6: 673-682; Petti et al. (1996) J Biol Chem 
271: 12687-12689) und FasL. In vivo Untersuchungen zeigten jedoch starke systemische Ne- 

15 benwirkungen bei TNF und Agonisten des Fas Rezeptors und in vitro Untersuchungen deu- 
ten auch auf ahnliche toxische Wirkungen bei bestimmten TRAIL Praparaten hin (Jo et al. 
(2000) Nat Med 6: 564-567, Ichikawa et al. (2001) Nat Med 7: 954-960; Ogasawara et al. 
(1993) Nature 364: 806-809). Beispielsweise zeigten agonistische Antikorper gegen Fas, den 
Rezeptor von FasL, eine extrem hepatoxische Wirkung (Ogasawara et al. (1993) supra). Im 

20 Falle von Fas aktivierenden liganden/ Agonisten wurde deshalb eine klinische Anwendung 
aus Sicherheitsgrunden bisher ausgeschlossen. Aufgrund der groBen Bedeutung von TNF, 
TRAIL, FasL und anderer TNF-Ligandenfamihenmitghedem auf diesem Gebiet und der mit 
ihrer Applikation in Form einer klinischen systemischen Vetabreichung einhergehenden Ne~ 
benwirkungen wurden allerdings mehrere Ansatze verfolgt, diese Nebenwirkungen zu mini- 

25 mieren. (Eggermont, A.M. and ten Hagen, T.L. (2003), Curr. Oncol. Rep. 5, 79-80). 

So beschreibt beispielsweise WO 02/22680 Fusionsproteine, die eine gerichtete und gewebs- 
bzw. zellspezifische Wirkung von Zytokinen durch die Fusion des Zytokins mit einem Anti- 
gen-bindenden Antikorper ermoglichen. Auf diese Weise wird erreicht, dass die Zytokine auf 
30 Gewebe bzw. Zellen, die mit diesen Fusionsproteinen nicht in Kontakt kommen, keine Wir- 
kung entfalten und dass Nebenwirkungen auf diese Gewebe oder Zellen verringert werden. 
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In der DE 102 47 755 wird ein Antikorper-unabhangiges System offenbart, welches ebenfalls 
eine gerichtete und gewebs- bzw. zellspezifische Wirkung der Zytokine ermoglicht. Es han- 
delt sich hier um Fusionsproteine, bei denen die Aktivierung eines datin enthaltenen Protein- 
abschnitts mit biologischer Funktion liber dessen Bindung an eine Z eUober flachenmolekul- 
5 Bindungsdomane, die einen weiteren Proteinabschnitt des Fusionsproteins darstellt, erfolgt. 
Neben einer Verringerung von Nebenwirkungen auf Nicht-Zielgewebe kann dieses System 
vor teilliaf terweis e auch fur ZeUoberflachenmolekule auf den Zielzellen, fur die keine Anti- 
korper bzw. Antikdrper mit zu geringer Spezifitat vorhanden sind, eingesetzt werden. 

10 Neben den erwahnten Nebenwirkungen ist jedoch ebenfalls die Tatsache auGerst problema- 
tisch, daB die aktiven Homottimere det Mitglieder der TNF-Iigandenfamilie in Verdunnun- 
gen, und das heiBt auch bei physiologisch sionvollen Konzentrationen, dissoziieren. Diese 
Dissoziation ist zwar grundsatzlich reversibel, jedoch verliert das Protein rasch seine Bioakti- 
vitat, da es denaturiert. Es wird angenommen, dass diese Denatatierung iiber die Stufe der 

15 instabilen Monomere erfolgt (Smith,R.A. and Baglioni, C. (1987), J. Biol. Chem. 262, 6951- 
6954; Narhi, L.O. and Arakawa, T. (1987), Biochem. Biophys. Res. Commun 147, 740-746). 

Aufgrund entsprechender Beobachtungen bei TRAIL, welches eine besondere Labilitat auf- 
weist, wurde versucht, eine Stabilitat des Proteins durch Anfiigen eines Leucin-Zippers als 

20 Ttimetisierungsmodul zu iiberkommen (Cha, S.S. et al., (1999), Immunity. 11, 253-261). Im 
natiirlichen Zustand wird TRAIL durch ein Zink-Ion stabilisiert, welches im Zenttum des 
trimeren Iiganden sitzt, und welches durch Cystein-Reste koordiniert wird (Hymowitz, S.G. 
et al. (2000), Biochemistry 39, 633-640). Nachteilig kann hier jedoch sein, dass durch das An- 
fugen des Leucin-Zippers nicht nur erhohte Stabilitat erreicht wird, sondern auch andere Ei- 

25 genschaften, z.B. Struktureigenschaften, wie Stmkturv-eranderungen, Aktivitatsrate oder phy- 
siologische Eigenschaften, beeintrachtigt werden konnten. 

Es besteht daher ein Bedarf, die Stabilitat aktiver Zytokine, insbesondere Mitglieder der TNF- 
Ligandenfamilie, zu erhohen, ohne dass deren natiirliche Eigenschaften durch eine Anderung 
30 ihrer Struktur nachteilig beeinflusst werden, und ohne daB sie starke zytotoxische oder andere 
Nebenwirkungen bei therapeutischen Anwendungen zeigen. 
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Im Stand der Technik sind keiae Systeme bekannt, die dies erreichen, d.h., durch welche die 
Mitglieder der TNF-Iigandenfamilie in einer aktiven und stabilen Form bereitgestellt werden, 
die ohne die vorgenannten Nachteile selbst oder als biologisch aktive Komponente komple- 
xer Fusionsproteine zur therapeutischen Anwendung geeignet sind. 

5 

Der vorliegenden Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, ein System bereitzustellen, durch das 
die Stabilitat del: Mitglieder der TNF-Ligandenfamilie erhoht wird. 

Diese Aufgabe wird dutch die in den Anspriichen gekennzeichneten Ausfuhrimgsformen der 
10 vorliegenden Erfindung gelost Insbesondere wird diese Aufgabe durch den Gegenstand des 
Anspruchs 1 gelost, namlich durch die Bereitstellung eines Polypeptids, das mindestens drei 
Komponenten A und mindestens zwei Komponenten B umfasst, wobei jede Komponente A 
ein Monomer eines Mitglieds der TNF-Ligandenfamilie oder ein funktionelles Fragment, 
und/oder eine funktionelle Variante hiervon ist und jede Komponente B ein Peptid-Linker 
15 ist. 

Der vorliegenden Erfindung liegt die Erkenntnis zugrunde, daB natiirlich vorkommende losli- 
che Zytokinmitglieder der TNF-Ligandenfamilie ihre voile Bioaktivitat lediglich als Ho- 
motrimere entfalten, aber auf der anderen Seite dazu neigen, uber Dissoziation in ihre Mo- 
20 nomere zu denaturieren. 

Es gilt daher, diese Dissoziation der Homotrimere in Monomere zu unterbinden. Erfin- 
dungsgemaB wurde dies erreicht, indem mindestens drei Monomere eines Mitglieds der TNF- 
Ligandenfamilie, insbesondere TNF, iiber ihre C- und N-Termini mittels kurzer Peptid- 

25 Linker kovalent miteinander verbunden warden zu einem „single chain" -Molekul (nachfol- 
gend „sc c % insbesondere zu einem scTNF. ErfindungsgemaB besteht demnach das gesamte 
Molekiil (mindestens drei Monomere eines Mitglieds der TNF-Ligandenfamilie mit den zwei 
Peptid-Linkem) aus einem einzigen Proteinstrang, so dass eine Dissoziation in die Monomere 
nicht mehr erfolgen kann. Es wurde erfindungsgemaB festgestellt, dass derartig erfindungs- 

30 gemaBe Molekiile im Vergleich zu ihren entsprechenden loslichen Wildtyp-Mitgliedern der 
TNF-Ligandenfamilie einen sehr geringen Verlust in ihrer Bioaktivitat aufweisen. Es wurde 
im Gegenteil erfindungsgemaB nicht nur nachgewiesen, dass die Polypeptide der vorliegenden 
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Erfindung dieselben (qualitativen) Aktivitaten aufweisen wie ihr entsprechendes losliches 
Wildtyp Mitglied der TNF-Iigandenfamilie, sondern auch, dass sie aufgtund ihrer erheblich 
hoheren Stabilitat auch zu einem Zeitpunkt noch Bioaktivitaten aufweisen, zu dem das losli- 
clie Wildtyp Mitglied der TNF-Ligandenfamilie seine Aktivitat bereits verloren hat, d.h. dis- 
5 soziiert bzw. denaturiert ist (hierzu wkd auf die nachfolgend beschnebenen verschiedenen 
Stabilitatstests verwiesen, welche in den Beispielen sowie in den Figuren beschrieben werden). 

Unter einem „loslichen Wildtyp-Mitglied der TNF-Iigandenfamilie" ist ein loslicher extrazel- 
lularer Abschnitt eines membranstandigen Mitglieds der TNF-Iigandenfamilie zu verstehen. 
10 Nachfolgend werden synonym zu dem Begriff ,,16slicher/n/s Wildtyp" die Ausdriicke .,, Wild- 
typ", „wt", „16slich" und „s" (fur „soluble") verwendet. Insbesondere kann es sich um losli- 
dies Wildtyp TNF (als ein Mitglied der TNF-Ligandenfamilie) handeln, fur das entsprechend 
nachfolgend die synonymen Begriffe „Wildtyp TNF", „wtTNF", losliches TNF und „sTNF" 
verwendet werden. 

15 

Eine Komponente A im Sinne der Erfindung ist ein Monomer eines Mitglieds der TNF- 
Iigandenfamilie oder ein funktionelles Fragment oder eine funkttonelle Variante hiervon. 
Unter einem „Monomer" ist die kleinste Protein- oder Polypeptideinlieit zu verstehen, die 
von einem oligomeren Protein ohne Trennung kovalenter Bindungen separiert werden kann. 

20 

Ein Polypeptid oder eine Komponente A oder ein Fragment oder eine Variante hiervon sind 
im Sinne der Erfindung funktionell, sofern es/sie seine/ihre biologische Aktivitat bzw. Funk- 
tion aufweist, insbesondere seine/ihre Bindungseigenschaft an einen Interaktionspartner, z.B, 
einen membranstandigen Rezeptor, und auch seine/ihre Trimerisierungseigenschaft. Bei den 
25 funktionellen Fragmenten und den funktionellen Varianten der Erfindung konnen diese bio- 
logischen Funktionen zwar verandert sein, z.B. hinsichtlich ihrer Spezifitat oder Selektivitat, 
die grundsatzliche biologische Funktion wird jedoch beibehalten. 

Im Stand der Technik sind zahlreiche Verfahren zur Messung der biologischen Aktivitat eines 
30 Proteins, Polypeptids bzw. Molekuls bekannt, bspw. Protein-Assays, die markierte Substrate 
verwenden, Substratanalysen durch chromatographische Verfahren, wie HPLC oder Dunn- 
schicht-Chromatographie, spektrophotometrische Verfahren etc. (siehe z.B. Maniatis et al. 
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(2001) Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbour Laboratory Press, 
Cold Spring Harbour, NY). 

Unter einem Fragment im Sinne der Erfindung ist sowohl ein Fragment eines Monomers 
5 eines MitgKeds der TNF-Iigandenfamilie als auch ein Fragment eines Polypeptids bzw. Pro- 
teins der vorliegenden Erfindung zu verstehen. Es kann sich hierbei um N-terminal, C- 
terminal oder intrasequentiell verkurzte Aminosautesequenzen des Monomers, Polypeptids 
bzw. Proteins handeln. Insbesondere bei intrasequentiellen Verlriirzungen des Polypeptids 
bzw. Proteins kann es sich um Verkurzungen der Sequenz eines oder mehrerer der drei Mo- 
10 nomere handeln, die wiederum N-terminal, C-terminal oder intrasequentiell auftreten konnen. 

In einer besonders bevotzugten Ausfuhrungsform der Erfindung stellt das Fragment eines 
Monomers dessen extrazellulare Domane dar, die der gesamten extrazellularen Domane des 
loslichen Wildtyp Mitglieds der TNF-Iigandenfamilie oder einem Abschnitt hiervon ent- 
1 5 spricht. Insbesondere stellt das Fragment eines Monomers dessen extrazellulare Domane dar, 
die entweder dem loslichen Wildtyp TNF (Aminosauren 77-233) oder der gesamten extrazel- 
lularen Domane (Aminosauren 53 — 233) entspricht 

Die Herstellung solcher erfindungsgemaBer Fragmente ist im Stand der Technik gut bekannt 
20 und kann von einem Fachmann unter Anwendung von Standardverfahren durchgefuhrt wer- 
den (siehe z.B. Maniatis et al. (2001), Molecular Cloning: Laboratory Manual, Cold Spring 
Harbour Laboratory Press). Im allgemeinen kann die Herstellung von Fragmenten der Mo- 
nomere, Polypeptide bzw. Proteine dutch Modifizieren der DNA-Sequenz, die das native 
Monomer, Polypeptid bzw. Protein codiert, gefolgt von einer Transformation dieser DNA- 
25 Sequenz in einen geeigneten Wirt und Expression dieser modifizierten DNA-Sequenz, unter 
der Voraussetzung, daB die Modifikation der DNA die funktionellen Aktivitaten des Mono- 
mere, Polypeptids bzw. Proteins nicht zerstort, durchgefuhrt werden. 



30 



Die Identifizierung eines erfindungsgemaBen Fragments kann entweder uber die Uberprii- 
fung seiner Funktionalitat dutch Messung seiner biologischen Aktivitat erfolgen, wie oben 
beschtieben, oder auch anhand einer Sequenzierung des Fragments und einem nachfolgenden 
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Vergleich der erhaltenen Sequenz mit der nativen Sequenz. Die Sequenzierung kann anhand 
von Standardverfahren, die im Stand der Technik zahlreich und gut bekannt sind, erfolgen. 

Als Varianten von biologisch aktiven Monomeien, Polypeptiden bzw. Proteinen oder Frag- 
5 menten hiervon oder einer Komponente A im Sinne der Erfindung werden insbesondere 
solche Monomere, Polypeptide bzw. Proteine oder Fragmente hiervon bezeichnet, welche 
Sequenzunterschiede zu den entsprechenden nativen Sequenzen aufweisen. Bei diesen Se- 
quenzabweichungen kann es sich um eine oder mehrere Insertion (en), Deletion (en) und/oder 
Substitution(en) von Aminosauren handeln, wobei eine Sequenzhomologie von mindestens 
10 60%, bevorzugt 70%, starker bevorzugt 80%, ebenfalls starker bevorzugt 85%, noch starker 
bevorzugt 90% und am meisten bevorzugt 97% vorliegt. 

Um die prozentuale Identitat zweier NuHeinsaure- oder Aminosauresequenzen zu bestim- 
men, konnen die Sequenzen abgeglichen werden, um nachfolgend miteinander verglichen zu 

1 5 werden. Hierfur konnen z.B. Lxicken in die Sequenz der ersten Aminosaure- bzw. Nuklein- 
sauresequenz eingefuhrt werden und die Aminosauren bzw. Nukleotide an der entsprechen- 
den Position der zweiten Aminosaure- bzw. Nukleinsauresequenz verglichen werden. Wenn 
eine Position in der ersten Aminosauresequenz mit der gleichen Aminosaure bzw. dem glei- 
chen Nukleotid besetzt ist, wie es an einer Position in der zweiten Sequenz der Fall ist, dann 

20 sind beide Sequenzen an dieser Position identisch. Die prozentuale Identitat zwischen zwei 
Sequenzen ist eine Funktion der Anzahl identischer Positionen geteilt durch die Sequenzen. 

Die Bestimmung der prozentualen Identitat zweier Sequenzen kann anhand eines mathemati- 
schen Algorithmus durchgefuhrt werden. Ein bevorzugtes, jedoch nicht beschrankendes, 

25 Beispiel eines mathematischen Algorithmus, der fur den Vergleich zweier Sequenzen heran- 
gezogen werden kann, ist der Algorithmus von Karlin et al. (1993), PNAS USA, 90:5873- 
5877. Ein solcher Algorithmus ist in dem NBLAST-Programm integriert, mit dem Sequenzen 
identifiziert werden konnen, die eine gewiinschte Identitat zu den Sequenzen der vorliegen- 
den Erfindung besitzen. Um einen Lucken-Abgleich (auch "gapped alignment"), wie oben 

30 beschtieben, zu erhalten, kann das "Gapped BLAST"-Programm verwendet werden, wie in 
Altschul et al. (1997), Nucleic Acids Res, 25:3389-3402 beschtieben. 
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Biologisch aktive, also funktionelle, Varianten von Monomeren, Polypeptiden bzw. Proteinen 
oder Fragmenten hiervon im Sinne der Erfindung, konnen vorzugsweise selektive Rezeptor- 
bindungseigenschaften aufweisen, wobei die Variante z.B. hinsichtlich ihrer spezifischen Bio- 
aktivitat oder anderer Eigenschaften, insbesondere ihrer Stabilitat, optimiert sein kann. 

5 

Unter den Begriff Varianten fallen insbesondere solche Amrinosauresequenzen, die gegeniiber 
den physiologischen Sequenzen konservative Substitution aufweisen. Als konservative Substi- 
tutionen werden solche Substitutionen bezeichnet, bei denen Aminosauren gegeneinander 
ausgetauscht werden, die aus der gleichen Klasse stammen. Insbesondere gibt es Aminosau- 

10 ren mit aliphatischen Seitenketten, positiv oder negativ geladenen Seitenketten, aromatischen 
Gruppen in der Seitenketten oder Aminosauren, deren Seitenketten Wasserstoffbriicken ein- 
gehen konnen, bspw. Seitenketten, die eine Hydroxyfunktion besitzen. Das bedeutet, daU 
bspw. eine Aminosaure mit einer polaren Seitenkette durch eine andere Aminosaure mit einer 
gleichfalls polaren Seitenkette ersetzt wird oder beispielsweise eine durch eine hydrophobe 

1 5 Seitenkette gekennzeichnete Amiaosaure durch eine andere Aminosaure mit gleichfalls hyd- 
rophober Seitenkette substituiert wird (z.B. Serin (Threonin) durch Threonin (Serin) bzw. 
Leucin (Isoleucin) durch Isoleucin (Leucin)). Insertionen und Substitutionen sind insbesonde- 
re an solchen Sequenzpositionen moglich, die keine Veranderung der dreidimensionalen 
Struktur hervorrufen oder den Bindungsbereich betreffen. Eine Veranderung einer dreidi- 

20 mensionalen Struktur durch Insertion(en) oder Deletion(en) ist bspw. mit Hilfe von CD- 
Spektren (Zirkulardichroismus-Spektren) leicht uberpriifbar (Urry, 1985, Absorption, circular 
Dichroism and ORD of Polypeptides, in: Modem Physical Methods in Biochemistry, Neu- 
berger et al. (Hrgb.), Elsevier, Amsterdam). 

25 Geeignete Verfahren zur Herstellung von Varianten, z.B. von Monomeren, Polypeptiden 
bzw. Proteinen oder Fragmenten hiervon mit Aminosauresequenzen, die gegemiber der (den) 
nativen Sequenzen Substitutionen aufweisen, werden bspw. in den Druckschriften US 
4,737,462, US 4,588,585, US 4,959,314, US 5,116,943, US 4,879,111 und US 5,017,691 offen- 
bart. Die Herstellung von Varianten im allgemeinen wird insbesondere auch von Maniatis et 

30 al, (2001), Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press) 
beschtieben. Es konnen hierbei Codons weggelassen, erganzt oder ausgetauscht werden. Va- 
rianten konnen insbesondere auch solche Proteine oder Polypeptide sein, die stabilisiert sind, 
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urn der physiologischen Degradation zu entgehen, bspw. dutch Stabilisierung des Protein- 
riickgrats durch Substitution der amidartigen Bindung, bspw. auch durch den Einsatz von B- 
Aminosauren. 

5 Varianten im Sinne der Erfindung konnen ebenfalls hergestellt werden, indem in die Nuklein- 
sauren, welche fur die Varianten codieren, Veranderungen eingefuhrt werden, wie bspw. In- 
sertionen, Deletionen und/ oder Substitutionen einer oder mehrerer Nukleotide. Im Stand der 
Technik sind zahlreiche Verfahren fur derartige Veranderungen von NuHeinsauresequenzen 
bekannt. Eine der meist verwendeten Technik ist die OHgonukleotid-gerichtete Orts- 

10 spezifische Mutagenese (siehe Comack B., Current Protocols in Molecular Biology, 8.01-8.5.9, 
Ausubel F. et al., AufL 1991). Bei dieser Technik wird ein Oligonukleotid synthetisiert, dessen 
Sequent eine bestimmte Mutation aufweist. Dieses Oligonukleotid wird dann mit einem 
Template hybridisiert, das die Wildtyp-Nukleinsauresequenz enthalt. Bevorzugt wird bei die- 
ser Technik ein einzelstrangiges Template verwendet. Nach dem Annealing von Oligonukleo- 

15 tid und Template, wird eine DNA-abhangige DNA-Polymerase eingesetzt, urn den zweiten 
Strang des Oligonukleotids, der komplementar zu dem Template-DNA-Strang ist, zu synthe- 
tisieren. Als Ergebnis wird ein Heteroduplex-Molekiil erhalten, welches eine Fehlpaarung 
enthalt, die durch die oben erwahnte Mutation in dem Oligonukleotid entsteht. Die Oligo- 
nukleotidsequenz wird in ein geeignetes Plasmid eingefuhrt, dieses wird in eine Wirtszelle 

20 eingefuhrt und in dieser Wirtszelle wird die Oligonukleotid-DNA repliziert. Mit dieser Tech- 
nik erhalt man NuHeinsauresequenzen mit gezielten Veranderungen (Mutationen), welche fur 
die Herstellung von Varianten gemaB der Erfindung verwendet werden konnen. 

Die von dem Polypeptid der Erfindung umfassten Komponenten A konnen identisch oder 
25 verschieden sein, d.h. es kann sich bei den Komponenten A um Monomere desselben Mit- 
glieds der TNF-Ligandenfamilie oder verschiedener Mitglieder der TNF-Iigandenfamilie 
handeln. Es kann sich beispielsweise bei drei verschiedenen Komponenten A um drei Mo- 
nomere von drei verschiedenen Mitgliedern der TNF-Ligandenfamilie handeln oder um zwei 
Monomere desselben Mitglieds der TNF-Iigandenfamilie und ein Monomer eines anderen 
30 Mitglieds der TNF-Ligandenfamilie. Dies gilt fur mehr als drei Komponenten A entspre- 
chend. Beispielsweise kann ein erjBndtingsgemaBes Polypeptid 4, 5, 6 oder mehr Komponen- 
ten A enthalten, die ein Tetramer, Pentamer, Hexamer, etc, bilden. Ebenfalls besonders be- 
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vorzugt enthalt ein erfindungsgemaBes Polypeptid ein ganzzahliges Vielfaches eines wie zuvor 
beschriebenen Tiimers der Komponenten A, z.B. zwei, drei, vier, oder mehr hintereinander 
angeordnete Trimere. Die in erfindungsgemaBen Polypeptiden enthaltenen Komponenten A 
konnen durch Linker voneinander getrennt sein (siehe unten). Sind dabei, wie oben be- 
5 schtieben, zwei, drei, vier, oder mehr Trimere der Komponenten A hintereinander angeord- 
net, so konnen die Linker, die die verschiedenen Trknere miteinander verbinden, gegebenen- 
falls langer sein, als die Linker, die die Komponenten A in einem einzelnen Trimer miteinan- 
der verbinden. 

10 Die Komponenten A der Erfindung konnen aus dem gleichen oder verschiedenen Organis- 
men stammen. Es kann sich hierbei urn Vertebraten, insbesondere urn Saugetiere, beispiels- 
weise der Mans, der Ratte, dem Schwein und vor allem dem Menschen, handeln. 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsform der Erfindung handelt es sich bei den Komponenten 
15 A des Polypeptids der Erfindung jeweils um ein Monomer eines der Mitglieder der TNF- 
Ligandenfamilie oder ein funktionelles Fragment oder eine funktionelle Variante hiervon, 
ausgewahlt aus der Gruppe bestehend aus FasL (GenBank Zugriffsnr. NMJ300639), TRAIL 
(TNF Related Apoptosis Inducing Ligand; GenBank Zugriffsnr. NM_003810), auch Apo2L 
genannt, TNF (Tumor Nekrose Faktor; GenBank Zugriffsnr. NM_000594), LT alpha (Gen- 
20 Bank Zugriffsnr. NMJ300595), Lymphotoxin beta (GenBank Zugriffsnr. NMJ302341), NGF 
(GenBank Zugriffsnr. NM_002506), CD30L (CD153; GenBank Zugriffsnr. NM_001244), 
CD40L (CD 154; GenBank Zugriffsnr. NM_00074), OX40L (GenBank Zugriffsnr. 
NMJ303326), RANKL (GenBank Zugriffsnr. NM_003701), TWEAKL (GenBank 
Zugriffsnr. NM.003809), LTalpha, LTbeta, LIGHT (GenBank Zugriffsnr. NM_003807), 
25 CD27L (GenBank Zugriffsnr. NMJ301252), 4-1BBL (GenBank Zugriffsnr. NMJ)03811)„ 
GITRL (GenBank Zugriffsnr. NMJD05092), APRIL (GenBank Zugriffsnr. NMJ 72089), 
EDA (GenBank Zugriffsnr, NMJ301399), VEGI (GenBank Zugriffsnr. NM.005118) und 
BAFF (GenBank Zugriffsnr. NM_006573). 



30 In einer besonders bevorzugten Ausfuhrungsform handelt es sich bei der wie oben definier- 
ten Komponente A des Polypeptids der Erfindung um ein Monomer eines der Mitglieder der 
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TNF- Iigandenfamilie, das resistent gegen das Prozessierungsenzyrn TACE ist. TACE ist ein 
Mitglied der ADAM Protease Familie xind stellt das physiologische TNF~spezifische Prozes- 
sierungsenzyrn des natiirlicherweise in der Zellmembran befindlichen TNF dar. TNF \vird 
iibHcherweise von der Zellmembran abgespalten und in die Umgebung freigesetzt. Einer 
5 erfindungsgemaBen, gegen TACE resistenten, Komponente A, fehlt bevorzugt die Spaltstelle 
Ala-Val (z.B. AS 76-77 bei scTNF gemaB SWISSPROT Nomenklatur fur humanes TNF, No. 
P01375). Die Spaltstelle kann dabei erfindungsgemaB durch Deletion einer oder beider rele- 
vanten Aminosauren Ala oder Val entfernt werden. Alternativ oder zusatzlich kann erfin- 
dungsgemaB die Erkennungssequenz fur TACE (z.B. AS 77-88 bei scTNF gemaB 

10 SWISSPROT Nomenklatur fur humanes TNF, No. P01375) ganz oder teilweise deletiert 
werden. Dies erfolgt bevorzugt durch Deletion von zwei, drei, vier oder mehr Aminosauren, 
bspw. aller Aminosauren der TACE Erkennungssequenz. Fur scTNF liegt beispielsweise die 
TACE resistente Sequenz im Bereich der Aminosauren 89-233 (AS 89-233) des scTNF ge- 
maB SWISSPROT Nomenklatur fur humanes TNF, No. P01375. Eine solche Deletion in 

15 Komponente A verhindert eine potentieUe Spaltung der Komponente A, z.B. scTNF, dutch 
TACE nahe der VerknupfungssteUen der Komponenten A im Bereich der linker (Kompo- 
nente B, siehe unten), und erhoht damit die in vivo Stabilitat der erfindungsgemaBen Polypep- 
tide. Gegebenenfalls kann die durch die Deletion entstehende Verkurzung der Sequenz 
durch eine entsprechende V erlangerung der Linker kompensiert werden. Die beispielhaft fur 

20 scTNF beschriebene Deletion der Sequenz der Komponente A kann auf jede der oben ge- 
nannten Komponenten A angewendet werden. Sollte die TACE-Sequenz nicht oder nur 
teilweise entfernt werden, so wird bevorzugt darauf geachtet, daB bei Verwendung zusatzli- 
cher Komponenten B oder C (siehe unten) im erfindungsgemaBen Polypeptid die TACE- 
Erkennungssequenz mid die TACE Spaltstelle nicht wiederhergestellt werden. 

25 

In einer weiteren besonders bevorzugten Ausfiihnongsform sind die wie oben definierten 
Komponenten A des Polypeptids der Erfindung so modifiziert, daB die erfindungsgemaBen 
Polypeptide kovalent an Oberflachen koppeln konnen. Diese Kopplung erfolgt bevorzugt an 
planaren Oberflachen oder an spharischen Partikeln, wie z.B. an magnetische Partikel 
30 (Magnetbeads), oder an Nanopartikel/Milcropartikel, vorzugsweise als ZeU-mimetisches, the- 
rapeutisches Reagenz mit dem membrangebundenem TNF ahnlichen Eigenschaften. Zur 
Kopplung wird eine Kopplungsgruppe, bevorzugt die SH-Gruppe eines Cysteinrestes, in den 
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N-temaaalefl Bereich rnindestens einer Komponente A eities erfmdungsgemaBen Polypeptids 
eingefiilirt. (Weitere erfindungsgemaB bevorzugte Kopplungsgruppen werden weiter tmten 
beschtiebeti). Dies kann besonders bevorzugt dutch Einfuhren eines Cysteinrestes in Form 
einer Addition und/odet Substitution an der gewunschten Position erfolgen. Die Kopp- 
5 lungsgruppe karm sich. an jeder Position des N-terminalen Bereiclis der Komponente A be- 
finden, bevorzugt nahe am N-Temiinus. Besonders bevorzugt befindet sich die Kopplungs- 
gruppe in einem Bereich der ersten 1-15, und noch starker bevorzugt in einem Bereich der 
ersten 1-10 N-temiinalen Aminosauren. Beispielsweise kann die MocHfikation bei einem pro- 
karyotisch exprimierten scTNF nach einem initialen Methionin (Position 2) der Aminosaure- 

10 sequenz oder bei einem eukaiyotisch exprimierten scTNF direkt nach der abgespaltenen Lea- 
der-Sequenz eingefuhrt werden, die also die N~terminalen Aminosauren der Komponente A 
darstellen. Alternativ kann bei einem erfindungsgemaB verwendeten Tag, bspw. einem His- 
Tag, einem Flag-Tag (siehe z.B. Figur 18) erfindungsgemaB eine Kopplungsgruppe eingefuhrt 
werden, z.B. resultierend in einem CysHis-Tag mit einem Cystein an Aminosauxeposition 9. 

15 Eine weitere Alternative beinhaltet das Einfuhren einer Kopplungsgruppe in eine bzw. beide 
Komponenten B (Linker) des erfindungsgemaBen Polypeptids. 



Bevorzugt wird in einem erfindungsgemaBen Polypeptid nur die am N-Terminus gelegene 
20 Komponente A bzw. der weiter N-terminal gelegene Tag mit einer wie oben beschriebenen 
Kopplungsgruppe versehen/modifiziert In einer weiteren Ausfuhrmigsform werden im Falle 
eines erfindungsgemaBen Polypeptids, welches 3 Komponenten A enthalt, beispielsweise 2 
oder 3 der Komponenten A mit jeweils einer Kopplungsgruppe modifiziert, sodass das Ge- 
samtmolekul (das erfindungsgemaBe Polypeptid) iiber zwei bzw. 3 kovalente Bindungen an 
25 eine dafiit: geeignete Matrix gekoppelt werden kann. Die Kopplung des erfindungsgemaBen 
Polypeptids iiber eine oder mehrere Kopplungsgruppen aller Komponenten A eines erfin- 
dungsgemaBen Polypeptids beeintrachtigt bevorzugt nicht die Funktion der einzelnen Kom- 
ponenten A, z.B. von TNF, sondern ermoglicht vielmehr eine Verbesserung der Immobilisa- 
tion, bspw. von scTNF, an Oberflachen und/oder PartikeL Wie zuvor ausgefiihrt, z.B. bei 
30 scTNF wie auch bei scFasL und scTRALL oder anderen Mitgliedem der TNF-Familie in der 
sc-Form, enthalt jedes der erfindungsgemaBen Polypeptide bevorzugt die fur die biologische 
Ftmktion notwendigen Untereinheiten (Komponenten A) in einer fimktionell relevanten An- 
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otdnung. Dutch die Kopplung eines erfindungsgemafien Polypeptids an eine Oberfla- 
che/einen Pattikel ist es etfindungsgemaB moglich Obetflachen bzw. Partikel toit z.B. gekop- 
pelten TNF-Homo- odet Heterotrimeren bzw. -multimeren herzustellen. Auf diesen Obet- 
flachen/Partikeln sind die gekoppelten TNF-Homo- odet Hetetotrimete bzw. — multdmere 
5 stabil und bioaktiv immobilisiett sind. Dutch das etfindungsgemaBe single-chain Pidnzip ist 
det funktionell relevante trimete Zustand der Komponenten A dutch die Komponenten B 
stabilisiett, wodurch sichetgestellt ist, dass nach kovalentet Kopplung an eine Obetflache/ den 
Pattikel eine Dissoziation einzelner Komponenten A ausgeschlossen und damit Vetlust der 
biologischen Aktivitat vethindett wird. 

10 

Eine bevorzugte Eigenschaft soldier etfindungsgemaB an Obetflachen oder Pattikel gekop- 
pelten Polypeptide ist ihre biomimetische Aktivitat, die det natiirlichet, membtanstandiget 
Liganden det TNF Familie entspricht Beispielsweise eiiangt ein etfindungsgemaBes, immobi- 
lisiertes scTNF eine hohe Affinitat fur TNFR2 und damit hohe Signalfahigkeit 

15 

EtfindungsgemaBe Polypeptide, die wie oben beschiiebene, mit einet Kopplungsgtuppe mo- 
difiziette, Komponenten A enthalten und an eine Obetflache und/odet Pattikel gekoppelt 
wet den /sind, konnen etfindungsgemaB zut Detektion wie auch zut Manipulation, Depletion 
und/odet Entfetnung von Bindungspattnem von Mitgliedern det ITsFF-Iigandenfamilie wie 
20 auch damit assoziietten Vetbindungen eingesetzt wetden Von vottangigem Intetesse sind 
dabei Vetfahten zut exttakotpotalen Manipulation, Depletion und/ odet Entfetnung von in 
Kotpetflussigkeiten enthaltenen Bestandteilen, z.B. mittels Aphetese, 

Die nachfolgenden Ausfohtungen zu den Gegenstanden det Etfindung beziehen sich insbe- 
25 sondete auf das TNF-Ligandenfamilienmitglied TNF, sie sind jedoch auf alle andeten Mit- 
gliedet det TNF-Iigandenfamilie iibetttagbat. 

Die Polypeptide det votliegenden Etfindung umfassen neben den beschriebenen Komponen- 
ten A (Monomete mindestens eines Mitglieds det TNF-Iigandenfamilie) mindestens zwei 
30 Komponenten B, wobei die Komponente B die Eigenschaft eines Peptid-Iinkets aufweist. 
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Als Peptid-Linker im Sinne der Erfindung ist jede in einem biologischen System exprimierba- 
re Peptidsequenz denkbar. Peptidlinker stellen sich bei den erfindungsgemaBen Polypeptide 
konstrukten bspw. als eine flexible V erbindung dar, die vorzugsweise jedoch die intrinsischen 
Ttknensietungseigenschaften des betteffenden Mitglieds del: TNF-Iigandenfamilie nicht ne- 
5 gativ beeinflusst. Vorzugsweise werden Linket mit solchen Eigenschaften, insbesondere Fle- 
xibility und Lange, gewahlt, welche die spontan gebildeten Homotrimeren des jeweiligen 
Liganden(derivats) zu stabilisieren vermogen. 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsform der Erfindung handelt es sich bei der Komponente B 
10 demnach urn Peptidlinker bestehend aus 2 bis 30, bevorzugt zwischen 4 und 16 und beson- 
ders bevorzugt zwischen 4 und 12 Aminosauren, welche bevorzugt repetitive Glycin-Serin- 
Sttuktuten, ganz bevorzugt Gly-Gly-Gly-Ser-Module (GGGS-Module) in repetitiver Anord- 
nung enthalten. 

15 Bevorzugt handelt es sich bei den Peptid-Linkern der Erfindung also um Glycin (G) reiche 
Peptid-Linker, d.h. dass die Aminosauresequenz eines Peptid-Linkers einen hohen Glycin- 
Anteil, vorzugsweise von 60 bis 80%, besonders bevorzugt von 75%, aufweist. 

In besonders bevorzugten Ausfuhrungsformen der Erfindung umfasst der Peptid-Linker 
20 (Komponente B) die Aminosauresequenz GGGSGGGSGGGS, auch (GGGS) 3 oder L short 
genannt, oder die Aminosauresequenz GGGSGGGSGGGSGGS, auch (GGGS) 4 oder L^g 
genannt Die Peptid-Linker werden erfindungsgemaB u.a, als LI und L2 bezeichnet, so dass 
sich auch Bezeichnungen wie Ll short , L2 short , Ll long und/oder L2 Iong ergeben. Eine Verwen- 
dung zweier unterschiedlicher Linker zur Stabilisierung eines trimeren Molekuls ist moglich. 

25 

Bevorzugt verkniipfen die Peptid-Linker gemaJB der Erfindung, also die Komponenten B, 
jeweils zwei der mindestens drei Komponenten A miteinander. Diese Verknupfung erfolgt 
kovalent uber den C-Terminus einer Komponente A und dem N-Terminus einer weiteren 
Komponente A. Das Polypeptid gemaB der Erfindung stellt ein Einzelketten-Molekiil (auch 
30 single chain- oder sc-Molekiil genannt) dar. Das bedeutet, daB samtiiche Komponenten A 
und Komponenten B, die das erfindungsgemaBe Polypeptid umfasst, auf einem einzigen Po- 
lypeptid- bzw. Proteinstrang liegen. 
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In einer bevorzugten Aus fuhrungs form der Erfindung bilden die Komponenten A und die 
Komponenten B eine trimere Proteinstruktur aus. Bevorzugt handelt es sich hierbei um eine 
homotrimere Proteinstruktur, jedoch sind audi heterotrimere Proteins trukturen von der Er- 
5 findung umfasst 

Die Ausbildung dieser trimeren Proteinstruktur wird bevorzugt dutch die Komponente B 
bewirkt und/oder durch sie verstarkt. Da die zur Trimerisierung fiihrende Komponente B 
bzw. die eine Trimerisierung verstarkende Komponente B des er findungs gemaB en Polypep- 

10 tids im wesentlichen keine hoheren Aggregate bilden soUte, sollte die Komponente B typi- 
scherweise keinen Cysteinrest aufweisen, der eine intermolekulare Disulfidbriicke ausbilden 
kann. Vorzugsweise wird die Komponente B in einem erfindungsgemaBen Polypeptid daher 
keinen Cysteinrest oder nur solche Cysteinreste, die eine intramolekulare Disulfidbriicke, also 
im erfindungsgemaBen Polypeptid selbst, besitzen, um zu vermeiden, daB unter oxidierenden 

15 Bedingungen eine kovalente Verkniipfung mit dem mindestens einen Cysteinrest eines Fusi- 
onsproteins eines anderen Trimers auftreten kann. 

Die Sequenzen von nattven Polypeptiden oder Fragmenten dieser nativen Polypeptide, die als 
Peptid-Linker erfindungsgemaB eingesetzt werden, konnen auch in Form biologisch aktiver 
20 funktioneller Varianten derselben im Sinne dieser Erfindung und nach obiger Definition vor- 
liegen. 

Bei den erfindungsgemaBen Komponenten B kann es sich um identische oder verschiedene 
naturlich vorkommende Peptid-Sequenzen handeln. Sie konnen aus dem gleichen oder ver- 
25 schiedenen Organismen stammen. Bei den Organismen kann es sich um Vertrebraten, insbe- 
sondere um Saugetiere, beispielsweise um die Maus, die Ratte, das Schwein und vor allem um 
den Menschen handeln. 

Das erfindungsgemaBe Polypeptid kann neben den Komponenten A und B zusatzliche Se- 
30 quenzabschnitte aufweisen. Bevorzugt sind in diesem Zusammenhang sog. Tag-Sequenzen, 
beispielsweise mindestens ein Flag-Tag, also die Aminosaurenfolge DYKDDDDK, und/ oder 
beispielsweise mindestens ein His-Tag (enthaltend mehrere konsekutive Histidine, bspw. 
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mindestens 5) und/ oder weitere Tag- oder antigenische Sequenzen. Ein besonders bevorzug- 
ter zusatzlicher Sequenzabschnitt ist eine Leitpeptidsequenz. Vorzugsweise stellt diese Leit- 
peptidsequenz ein Signal zur Sektetion des Polypeptids bzw. Proteins in eukaryontischen Zel- 
len dar. Diese Leitpeptidsequenz ist votzugsweise N-terminal angeordnet. 

5 

In einer weiteren Ausfuhmngsform der Erfindung umfasst ein erfindungsgemaBes Polypeptid 
eine weitere Komponente C, wobei diese charakterisiert ist dutch spezifische Wechselwkkung 
mit einem komplementaren Zelloberflachenmolekul ( ?3 Antigen <c ). Das Wkkptinzip erfin- 
dungsgemaBer Polypepticlkonstrukte, wie bspw. erfiadungsgemaBe Konstrukte mit detn A- 

10 poptoseinduktor TRAIL oder FasL als Komponente A ist insbesondere fur all diejenigen 
Mitglieder der TNF-Iigandenfamilie zutreffend, die fik bestimmte Rezeptoren ausschlieBlich 
oder in besonders gutem MaBe als Membranmolekul wirksam sind. Hierzu gehoren neben 
TRAIL (TNFSF10), FasL (TNFSF6) und TNF (TNFSF2) bspw. auch die Immunmodulato- 
ren CD40L (TNFSF5) und CD30L (TNFSF8). Komponente C hat damit „ targeting" Funkti- 

15 on. Dementsprechend ist die Komponente C ein Antikorperfragment, vorzugsweise ein Ein- 
zelketten- Antikotper fragment, sog. scFv, oder ein Antikorperderivat das ein spezifisches 
Zielmolekul auf einer Zelloberflache erkennt. In einer weiteren Ausfuhrungsform ist die 
Komponente C ein nicht den Antikdrpern zugehoriges Protein bzw. Peptid, welches aber 
analog zu einer Antikorp er-Antigen- Wechs elwkkung bzw. einer Rezeptor-Ligand- 

20 Wechselwkkung ebenfalls ein spezifisches Zielmolekul auf einer Zelloberflache selektiv er- 
kennt. In einer besonders bevorzugten Ausfuhrmigsform umfasst die vorliegende Erfindung 
ein wie oben beschriebenes erfindungsgemaBes Polypeptid als Komponente A mindestens ein 
wie oben definiertes Mitglied der scTNF Familie, z.B. scTNF, sowie als Komponente C ein 
wie oben beschriebenes Ant&6rperfragment> z.B. scFv. Dadurch entstehen kleinere erfin- 

25 dungsgemaBe Polypeptide rait jeweils einer „tatgeting-Domane". Solche kleineren erfin- 
dungsgemaBen Polypeptide sind vorteilhafterweise weniger anfallig fur z.B. Aggregation. 

Bevorzugt handelt es sich bei der Komponente C urn ein Antigen-bindendes Antikorper- 
fragment oder ein Antigen-bindendes Antikorperderivat eines Saugetiers, insbesondere muri- 
30 nen oder humanen Ursprungs, oder es handelt sich um ein humanisiertes Antikorperfragment 
oder ein humanisiertes Antikorperderivat, z.B. mit Saugetierursprung. Im Falle der Derivati- 
sierung und/oder Humanisierung besteht die Komponente C typischerweise aus einem nach 
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dem Stand der Technik hergestellten single chain Fv-Derivat murinen, durch CDR grafting 
humanisiette Komponente C oder es handelt sich urn eine Komponente C vollstandig huma- 
nen Ursprungs die entsprechend zu einem scFv-Derivat umgewandelt wurde. 

5 In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform handelt es sich bei det Komponente C um 
einen Protein- oder Peptid-Liganden, der als Monomer eine spezifische Bindung an einem 
Membranrezeptor eingeht. 

In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform handelt es sich bei der Komponente C um 
10 ein Protein oder Peptid mit Spezifitat fur ZeUoberflachenmolekiile, das insbesondere ein Zy- 
tokinrezeptor, ein Wachstumsfaktorrezeptor, ein Integrin oder Zelladhasionsmolekul ist. 
Besonders bevorzugt handelt es sich um einen Zytokinrezeptor, der aus der Gruppe der 
TNFR-Genfamilie ausgewahlt ist 

15 Die Komponente C eines erfindungsgemaBen Polypeptids weist vorzugsweise Spezifitat fur 
ein im Tumorgewebe selektiv bzw. dominant exprimiertes Antigen auf. Ein solches Tumor- 
antigen kann generell auf den malignen Zellen selbst exprimiert sein oder auch im nicht- 
malignen Anteil des Tumors, den Stromazellen oder dem Tumorendothel exprimiert sein. 
Derartige Antigene nicht-maligner Gewebeanteile eines soliden Tumors (Karzinom) sind auf 

20 der einen Seite genetisch invariant, auf der anderen Seite bei unterscbiedlichsten Tumorentita- 
ten vorkommend und damit universelle Tumormarker. Beispiele fur solche Iiganden fur Tu- 
morassoziierung, gegen die eine Komponente C des Polypeptids der Erfindung gerichtet sein 
kann, sind der VEGFR bzw. der VEGFR/VEGF Komplex sowie das Integrin a v P 3 und die 
Vibronektinisoform fJ Fn als weitgehend selektive Zielstrukturen des Tumorendothels und 

25 das Fibroblast Activation Protein (als selektiver Marker des Tumor stromas). Alle vorgenann- 
ten Beispiele konnen mit spezifischen scFv wirksam erfasst werden, weswegen sich derartige 
scFv ("single chain Fv M ) besonders als Komponente C eines erfkidungsgemaBen Polypeptids 
eignen. Auch Galectin kommt hierbei als Tumormarker, gegen den die Komponente C ge- 
richtet ist, in Betracht. 

30 

Demnach werden Antikorperfragmente in verschiedenen Antikorperformaten, bspw. scFv, 
insbesondere scFv40, als Komponente C besonders bevorzugt. 
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In einer anderen Ausfuhrungsfotm der vorliegenden Erfindung erkennt das Polypeptid uber 
seine Komponente C als spezifisches Zielmolekul einen Zellmembran-standigen Rezeptor 
eines Mitglieds der TNF-Iigandenfamilie, bevorzugt unterschiedlich von dem TNF- 
5 Iigandenfamilien-MitgKed der Komponente A. Beispiele, die keine abschlieBende Aufzahlung 
darstellen, soldier moglicher Iiganden sind TNFSF1 (LTalpha), TNFSF2 (INF), 1NFSF3 
(LTbeta), TNFSF4 (OX40L), 1NFSF5 (CD40L), TNFSF6 (FasL), TNFSF7 (CD27L), 
TNFSF8 (CD30L), 1NFSF9 (4-1BBL), TNFSF10 (TRAIL), TNFSF11 (RANKL), 1NFSF12 
(IWEAKL), TNFSF13 (APRIL), TNFSF143B (BLYS), TNFSF14 (LIGHT), TNFSF15 

10 (VEGI), TNFSF16 (CD30L),und TNFSF18 (AITRL), sowie EDA, die oder deren funktionel- 
le Fragmente oder funktionelle Varianten der nativen Sequent oder der Fragmente gleichfalls 
als Komponente A in einem erfindungsgemaBen Polypeptidkonstrukt dienen konnen. Insbe- 
sondete werden diesbezuglich alle Membran-standigen Typ Il-Proteine (C-Terminus extracel- 
lular), deren funktionelle Fragmente oder funktionelle Varianten, die eine trimere Organisati- 

15 on ihrer Untereinheiten als Voraussetzung fur die biologische Aktivitat bedingen, mit offen- 
bart. 

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist eine Nukleinsaure, die ein erfin- 
dungsgemaBes Polypeptid codiert Ebenfalls umfasst sind Nukleinsaurekonstrukte, die einen 

20 fur ein erfkidungsgemaBes Polypeptid codierenden Sequenzabschnitt sowie einen oder meli- 
rere weitere Sequenzabschnitt(e) enthalten. Bei solchen weiteren Sequenzabschnitten kann es 
sich bspw. urn Sequenzen handeln, die fur ein Leitpeptid codieren, das als Signal fur die Sek- 
retion des Polypeptids bzw. Proteins gemaB der Erfindung in eukaryotischen Zellen gibt, 
oder fur ein scFv40 codieren, d.h. die Sequenz des Einzelketten (scFv)-Antik6rperfi:agments 

25 40, welches spezifisch fur das Tumorstroma-Antigen FAP ist, oder fur ein "Antibody Media- 
ted Apoptosis Inducing Zytokine" (AMAIZe) oder fur ein HIS/Flag-Tag, eine Peptidsequenz 
zur Affinitatsreinigung der exprimierten Proteine bzw. Polypeptide. Diese Aufzahlung ist 
lediglich beispielhaft und nickt abschlieBend. 

30 Weitere Sequenzen, die von der Nukleinsauresequenz umfasst sein konnen, sind ebenfalls 
nicht-codierende Sequenzen, wie nicht-codierende 3 - und 5' Sequenzen, einschlieBlich z.B. 
regulatorische Sequenzen. 
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Die NuHeinsauresequenzen der vorliegenden Er findung konnen ebenfalls mit NuHeinsaure- 
sequenzen fusioniert sein, die bspw. fur eine Markersequenz codieren oder fur eine Sequenz 
codieren, die ein Polypeptid codiert, welches bspw. die Isolierung oder Aufieinigung des Po- 
5 lypeptids der Erfindung erleichtert. Representative Sequenzen schlieBen bspw. solche ein, die 
ein Glutation-S-Transferase (GST) Fusionsprotein, ein Polyhistidin (z.B. HIS 6) Hemaggluti- 
nin oder HSV-Tag codieren. Diese Aufzahlung ist jedoch keinesfalls beschrankend. 

Nukleinsauren der vorliegenden Erfindung konnen DNA oder RNA, insbesondere nxRNA 
10 sein. Die Nukleinsauremolekiile konnen doppel- oder einzelstangig vorliegen. Einzelstrangige 
RNA oder DNA kann entweder der codierende (sense) oder der nicht-codierende (antisense) 
Strang sein. 

Die Nukleinsauren gemaB der Erfindung konnen bevorzugt isoliert vorliegen. Dies bedeutet, 
15 daB das Nukleinsauremolekul oder die Nukleinsauresequenz nicht von Nukleinsauresequen- 
zen flankiert wird, die normalerweise das Gen oder die Nukleinsauresequenz flankieren (wie 
in genomischen Sequenzen) und/oder die vollstandig oder teilweise aufgereinigt worden sind 
(wie bspw. in einer DNA- oder RNA-Bibliothek). Bspw. kann eine isolierte Nukleinsaure der 
Erfindung in Bezug auf das zellulare Milieu, in welchem es naturlicherweise vorkommt, iso- 
20 liert sein. 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsform umfasst die Nukleinsaure eine der in den Figuren 19 
bis 26 dargestellten Nukleinsauresequenzen oder besteht aus einer dieser Nukleinsaurese- 
quenzen. 

25 

ErfindungsgemaB sind auch funktionelle Fragmente oder funktionelle Varianten der erfin- 
dungsgemaBen Nukleinsauren bzw. Nukleinsaurekonstrukte umfasst, auf die die obigen Aus- 
fuhrungen zu den Begtiffen funktionell, Fragment und Variante entsprechende Anwendung 
finden. 

30 

Die Herstellung erfindungsgemaBer Nukleinsauren, Nukleinsaurekonstrukten oder funktio- 
nellen Fragmenten oder funktionellen Varianten hiervon kann mittels Standardverfahren 
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dmchgefuhrt werden, die dem Faclimann bekannt sind (siehe z.B. Maniatis et al. (2001) supra), 
Insbesondere Anwendung in diesem Zusammenhang findet die PCR-Technik. Eine Uberprii- 
fung der Sequenz hergestellter Nukleinsauren gemaB der Etfindung kann anhand Sequezie- 
rungs- oder Hybndisiemngs-Verfahren erfolgen, welche dem Faclimann ebenfalls gelaufig 
5 sind. 

Ebenfalls von der Erfindung umfasst sind Genprodukte der erfindungsgemaBen Nukleinsau- 
ren. Bevorzugt codiert das Genprodukt ein Polypeptid der in den Figuren 19 bis 26 darge- 
stellten Aminosequenzen. Ein Genprodukt der vorliegenden Erfindung betrifft nicht lediglich 
10 das Transkript (mRNA) sondern auch Polypeptide oder Proteine, bevorzugt in aufgereinigter 
Form. Ebenfalls umfasst sind Allele, fanktionelle Fragmente oder funktionelle Varianten sol- 
dier Genprodukte. Fur funktionelle Fragmente oder fanktionelle Varianten der Genprodukte 
gelten die obigen Definitionen dieser Begriffe entsprechend. 

15 Ein weiterer Gegenstand der Erfindung betrifft einen Vektor, welcher die Nukleinsaure ent- 
halt, die fur ein erfindungsgemaBes Polypeptid codiert. Vorzugsweise handelt es sicli bei er- 
findungsgemaBen Vektoren um Expressionsvektoren, d.h. urn Vektoren, die die Fahigkeit zvir 
Expression und/oder Amplifikation der NuHeinsauren in einer prokaryotischen und/oder 
eukaryotischen Zelle besitzen. Insbesondere betrifft die vorliegende Erfindung Plasmidvekto- 

20 ren, z.B. pBABEpuro, Phagen oder retrovirale Vektoren, insbesondere auch alle Vektorsys- 
teme, die gentherapeutisch zur Anwendung kommen konnen, z.B. auch adenovirale Vektor- 
systeme. Im Rahmen der vorliegenden Erfindung werden somit auch gentherapeutische Ver- 
fahren mit erfindungsgemaBen Vektoren oder Nukleinsauren oder Nukleinsaurekonstrukten 
als Behandlungsmethode fur die erfindungsgemaB offenbarten medizinischen Indikationen 

25 offenbart. 

ErfindungsgemaBe Vektoren weisen bevorzugt Kontrollsequenzen auf, die eine Expression 
der erfindungsgemaBen Nukleinsaure ermoglichen bzw. verstarken und die Transkription 
regulieren. Solche Kontrollsequenzen schlieBen bspw. Polyadenylierungssignale, Promotoren, 
30 z.B. naturliche oder synthetische Promotoren, Enhancer zur Bewirkung der Transkription, 
Operatorsequenzen zur Regulierung der Transkription, Silencer zur gewebsspezifischen 
Transkription, Sequenzen, die geeignete Ribosomen-Bindungsstellen auf der mRNA codie- 
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ren, Sequenzen, welche die mRNA stabilisieren und Sequenzen, welche die Termination der 
Transkription und/oder Translation regulieren. Dies stellt lediglich eine beispielhafte Aufzah- 
lung von moglichen Kontrollsequenzen dar. Weitere mogliche Kontrollsequenzen sind im 
Stand der Technik gut bekannt und sind bspw, beschrieben von Goeddel (1990), Gen Ex- 
5 pression Technology: Methods in Enzymology 185, Academic Press, San Diego, CA. Die 
Kontrollsequenzen konnen modifiziert werden, z.B. durch Deletion, Addition oder Substitu- 
tion einer oder mehrerer Nukleinsauren, urn ihre Kontrollfunktion zu verstarken. 

Es sind insbesondere zahlreiche verschiedene Promotoren fur verschiedene Organismen be- 

1 0 kannt. Zum Beispiel ist ein bevorzugter Promoter fur Vektoren, die in Bacillus subtilis verwen- 
det werden, der AprE-Promoter, ein bevorzugter Vektor, verwendet in E. coli, ist der T7/Lac- 
Promotor, ein bevorzugter Promoter, verwendet in saccharomyces cerevisiae ist PGK1, ein bevor- 
zugter Promotor, verwendet in Aspergillus niger ist glaA, ein bevorzugter Promoter, verwendet 
in Trichoderma reesei (reesei) ist cbhl. Promotoren, die fur die Verwendung in prokaryotischen 

15 Wirtszellen geeignet sind, schlieBen z.B, beta-Lactamase (Vektor pGX2907 [ATCC39344], 
enthalt das Replicon und das beta-Lactamase Gen), Lactose-Ptomotor-Systeme (Chang et al. 
(1978), Nature (London, 275: 615); Goeddel et al. (1979), Nature (London), 281: 544), Alkali- 
sche Phosphatase, das Tryptophan (trp)-Promotorsystem (Vektor pATHl [ATCC37695]) 
und Hybridpromotoren, wie den tac-Promotor (isolierbat aus dem Plasmid pDR540 

20 [ATCC37282]), ein. Jedoch auch andere bakterielle Promotoren, deren Nukleotidsequenzen 
allgemein bekannt sind, versetzen einen Fachmann in die Lage, diesen mit einer erfindungs- 
gemaBen Nukleinsaure zu ligieren, wobei auch Linker oder Adapter verwendet werden kon- 
nen, urn gewiinschte Restriktionsstellen zu erzeugen. Bevorzugt enthalten Promotoren, die in 
bakteriellen Systemen verwendet werden, ebenfalls eine Shine-Dalgarno-Sequenz, die funkti- 

25 onsfahig mit der NuHeinsaure verbunden ist. 

Geeignete Expressionsvektoren konnen bspw. aus Segmenten von chromosomaler, nicht- 
chromosomaler und synthetischer DNA bestehen. Hierfiir sind zahlreiche Derivate von SV40 
und Bakterienplasmiden bekannt Beispiele sind Plasmide aus E. coli, wie col El, pBK, pCRl, 
30 pBR322, pMb9, pUC19 sowie deren Derivate, Plasmide, die fur einen weiten Wirtsbereich 
verwendbar sind, wie RP4, und Phagen-DNAs, wie zahlreiche Derivate des Phagen-Lambda, 
z.B. NM989, sowie andere DNA-Phagen, z.B. M13 sowie filamentose einzelstrangige DNA- 
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Phagen, Hefepksmide, Vektoren, die fur die Verwendung in eukaryotischen Zellen geeignet 
sind, sowie Vektoren, die aus einer Kombination von Plasmid und Phagen-DNA bestehen. 
Im Stand der Technik sind zahlreiche Expressionstechniken zur Verwendung erfindungsge- 
maBer Expressionsvektoren bekannt. Solche Techniken werden bspw. allgemein geschtieben 
5 in Maniatis et al. (2001) supra. 

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung betrifft eine Wirtszelle, die eine erfindungsgemaBe 
Nukleinsaure und/ oder einen erfindungsgemaBen Vektot enthalt. 

10 Wirtszellen im Sinne der Erfindung sind Zellen, die in der Lage sind als Wirt und Expressi- 
onsvehikel fur eine(n) erfindungsgemaBe (n) Nukleinsaure oder Vektor zu fungieren. Es kann 
sich hierbei urn prokaryontische und eukaryontische Wirtsellen handeln. Prokaryotische — 
bakterielle - Wirtszellen sind beispielsweise R. marinus, E. colt, Streptomjces, Pseudomonas, Bacillus, 
Serratia marcescens, Samonella thyphimurium. Eukaryotische Witts zellen umfassen beispielsweise 

15 Hefen, wie Saccharomyces cerevisiae, Pichia pastoris, Insektenzellen, wie Sfp, oder Saugetierzellen, 
wie COS, CHO. Diese Aufzahlungen sind keines falls abschliessend. Die Wahl einer geeigne- 
ten Wirtszelle ist von mehreren Faktoren abhangig, z.B. bei der Einfiihrung eines Vektors in 
eine Wirtszelle insbesondere von dem verwendeten erfindungsgemaBen Vektor. 

20 Ein weiterer Gegenstand der Erfindung betrifft die Herstellung einer erfindungsgeraaBen 
Wirtszelle, welches die folgenden Schritte umfaBt: 

(a) Herstellung einer erfindungsgemaBen Nukleinsaure oder eines erfindungsgemaBen 
Vektors, 

25 (b) Einbringen der Nukleinsaure und/ oder des Vektors gemaB Schritt (a) in eine Zelle. 

Das Herstellen einer Nukleinsaure bzw. eines Vektors kann erfindungsgemaB nach den be- 
reits oben beschriebenen Standardverfahren und beispielhaften Beschreibungen erfolgen. Das 
Einbringen der erfindungsgemaBen Nukleinsaure bzw. des erfindungsgemaBen Vektors in die 
30 Wirtszelle kann unter Verwendung jeder geeigneter Standardverfahren erfolgen. Hierzu geho- 
ren bspw. Transformation, Elektroporation, Transfektion unter Verwendung von z.B. Kalzi- 
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umchlorid, Lipofektion, Infektion, Transduktion etc. Diverse Standardverfahren sind bspw. 
in Maniatis et al. (2001) supra beschtieben. 

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist ein Verfahren zur Herstellung eines 
erfindungsgemaBen Polypeptids, wobei dieses Verfahren typischerweise die folgenden Schrit- 
te umfasst: (a) Kultivieren einer erfindungsgemaBen Wirtszelle unter geeigneten Bedingungen, 
(b) Expression der/ des etfindungsgemaBen Nukleinsaure bzw. NuHeinsaurekonstrukts unter 
geeigneten Bedingungen, und (c) Isolieren des Polypeptids aus den Wirtszellen und/oder dem 
Kulturiiberstand. 

Kultivieren einer Wirtszelle bedeutet, der Wirtszelle ein Wachstum in einem geeigneten Kul- 
tuimedium, bei einem geeigneten pH und geeigneten Temperaturen zu ermoglichen. Solche 
Wachstumsbedingungen sind von den jeweils verwendeten Wirtszellen abhangig und dem 
Fachmann gut bekannt. Hinweise zum Kultivieren von Zellen finden sich auch in Maniatis et 
al. (2001), supra. 

Die Expression des Polypeptids kann hierbei typischerweise nach dem Stand der Technik in 
geeigneten Expressionssystemen erfolgen, vorzugsweise als sezerniertes Produkt stabiler 
Transfektanten, z.B. CHO -Zellen oder anderer tierischer Zellen, wie Cos7 oder SF9 (Tnsek- 
tenzellen), oder weiterer eukaryontischer Zellsysteme, beispielsweise Pichia pastoris. Vorzugs- 
weise weisen die exprimierten erfindungsgemaBen Polypeptide jeweilige zur Sekretion in dem 
Zellsystem geeignete Leadersequenzen auf. Daher werden die zur Expression eingesetzten 
erfindungsgemaBen Vektoren auch codierende Abschnitte enthalten, die fur eine funktionelle 
Leadersequenz codieren, z.B. wie in Brocks et al. flmmunotechnology 3:173-184, 1997) fur 
Sanger und Insektenzellen beschrieben oder unter Verwendung von beispielsweise pPIC- 
Zalpha-Vektoren (Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland) zur Expression und Sekretion in der 
Hefe Pichia pastoris. 

Das Isolieren des erfindungsgemaBen Polypeptids aus der Wirtszelle kann dutch Standardver- 
fahren, wie Chromatographie-Verfahren, Prazipitationsverfahren usw., die zur Aufreinigung 
von Polypeptiden und Proteinen geeignet sind, erfolgen (s.a. Maniatis et al. (2001), supra. 
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In einer weiteren Ausfiihrungsform der Erfindung kommen die Polypeptide, ggf. aber auch 
NuHeinsauren, NuMeinsaurekonstrukte, Vektoren oder Wirtszellen, (hier unter der Kategorie 
,,erfindungsgemaBe Substanzen" zusammengefaBt) der Erfindung, als Arzneimittel oder zur 
Herstellung eines Arzneimittels zur Behandlung von Erkrankungen in Betracht. 

5 

Sofern die erfindungsgemaBen Substanzen eine Komponente C gemaB der Erfindung (s.o. 
ein Antikorper fragment oder ein anderes spezifisch bindendes Protein/Peptid) umfassen, ist 
ihre Verwendung insbesondere dann gegeben, wenn die Substanzen nach Bindung des Poly- 
peptids bzw. Fusionsproteins an ein spezifisches, Zellmembran-exprimiertes Zielmolekul, die 

10 voile biologische Wirkung uber den entsprechenden Rezeptor des Mitglieds der TNF- 
Iigandenfamilie entfalten. Durch geeignete Auswahl der Spezifitat der Targeting- 
Komponente C wird die Aktivitat der erfindungsgemaBen Substanz auf das zu behandelnde 
Gewebe, z.B. Tumorgewebe, gerichtet und es kann ein auf die jeweilige Indikati- 
on/Tumorentitat spezifisch abgestimmtes/optimiertes Therapeutikum hergestellt werden. 

15 Ein erfindungsgemaBes Polypeptid wird z.B. bei Anwendung als Tumortherapeutikum, insbe- 
sondere zur Behandlung solider Tumore, aber auch lymphatischer Tumore (benigne oder 
malign e) ? nach in vivo Verabreichung durch die Targeting Komponente C zunachst spezifisch 
im Tumorareal durch vom Tumor selbst oder das reaktive Tumors troma/TumorgefaB system 
gebildete Membranmarker angereichert und dort TNF-Rezeptorfamihen-positiven Tumorzel- 

20 len oder sensitiven Zellen des reaktiven tumorversorgenden Normalgewebes, die sensitiv fur 
ein Mitglied der TNF-Ligandenfamilie sind, prasentiert. 

Die Verwendung erfindungsgemaBer Substanzen ist aber grundsatzlich auch immer dann zur 
Anwendung im therapeutischen Bereich erwunscht, wenn die Aktivierung einer Signaltrans- 

25 duktionskette, z.B. die durch die TNF-Rezeptorfamilie ausgelosten Signalkaskaden, bspw. 
eine apoptotische Signalkaskade, ausgelost werden soli. Somit kommt die Verwendung erfin- 
dungsgemaBer Substanzen bei der Behandlung bzw. zur Herstellung eines Arzneimittels zur 
Behandlung aller hyperproliferativer Erkrankungen in Betracht, bspw. auch zur zielgerichte- 
ten Ausschaltung von Zellen des Immunsystems bei liberschieBenden Immunreaktionen, 

30 bspw. bei Autoimumunerkrankungen, wie z.B. multiple Sklerose, rheumatoide Arthritis, Diabe- 
tes mellitus und TEN, oder bei fehlgeleiteten Immunreaktionen gegen Fremdantigene, wie sie 
z.B. bei Infektionserkrankungen (bakteriell (bspw. durch Mykobakterien), viral oder proto- 
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zoologisch) auftreten konnen. In Betracht kommt ferner die Behandlung von Stoffwechseler- 
ktankungen oder aUgemeinen hypetinflammatorischen Zustanden, insbesondere chronischen 
Entziindungen, bspw. auch bei AUergien, abet auch die Behandlung von AbstoBungsreaktio- 
nen des Immunsystems des Patienten gegen Fremdgewebe. In den vorgenannten Fallen muss 
das erfindungsgemaBe Polypeptide z.B. xiber eine Komponente C, charakteristische Marker 
auf der Oberflache der Zielzellen, bei denen vorzugsweise eine apoptotische Signalkaskade 
mit dem Ziel des Zelltods ausgelost werden soil, erkennen. Im Falle der Behandlung nach 
einer Transplantation von Fremdgewebe werden also bspw. die korpereigenen fur die Absto- 
Bungsreaktion verantwortlichen Zellen des Immunsystems des Transplantionspatienten als 
Zielzellen dienen. 

Im aUgemeinen eignen sich die erfindungsgemaBen Substanzen bzw. Arzneimittel zur Be- 
handlung von Krebserkrankungen, insbesondere soliden oder lymphatischen Tumoren, In- 
fektionskrankheiten, Stoffwechselerkrankungen, Entziindungszustanden, hyperproliferatori- 
sche Erkrankungen, Autoimmunerfaankungen, insbesondere rheumatoide/arthtitische Er- 
krankungen, toxischer epidermaler Nekrolyse (TEN), Multiple Sklerose, Hashimoto Thyroidi- 
tis, GvHD, virale Hepatitis (HBV, HCV), Alkohol-induzierter Hepatitis, AbstoBungsreaktio- 
nen bei Lebertransplantation, Erteinkungen, die auf hyperapoptotischen Reaktionen beru- 
hen, degenerativen Erkrankungen, insbesondere neurodegenerativen Erkrankungen. 

Bei der Verwendung erfindungsgemaBer Substanzen als Arzneimittel zur Behandlung der 
vorgenannten Erkrankungen wird dem zu behandelnden Patienten vorzugsweise rekombi- 
nant hergestelltes Protein verabreicht. Alternativ werden dem Patienten zu transfizierende 
Zellen entnommen, diese in vitro mit erfindungsgemaBen (Expressions-) Vektoren transfiziert, 
kultiviert und dann als Retransplantat in den Patienten iiberfuhrt. Die Transfektion wird vor- 
zugsweise durch NuHeinsauren, NuHeinsaurekonstrukte oder (Expressions-) Vektoren vor- 
genommen, die die Expression an einen regulierbaren Promoter koppeln. Das transfizierte 
Eigentransplantat kann lokal bspw. injiziert werden - abhangig von der spezifischen Erkran- 
kung und den spezifischen Zielzellen. Lokale Verabreichung ist bspw. im Fall einer Tumor- 
therapie bevorzugt. Hierbei werden Tumorzellen dem Patienten entnommen, in vitro transfi- 
ziert und dann, sofern moglich, direkt in den Tumor injiziert, bspw. zur Behandlung von 
Hauttumoren (z.B. Melanomen), Tumoren des Nervensystems (z.B. Glioblastomen). 
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Weitere Gegenstande der vorliegenden Erfindung betteffen die Verwendung erfindungsge- 
maBer Substanzen sowohl zur Herstellung einer Vakzine zur aktiven oder passiven Immuni- 
sierung gegen Infektionskrankheiten, insbesondere gegen virale Infektionskrankheiten, als 
auch zur Herstellung einer Vakzine zur Vakzinierung gegen Roteln, Masern, Poliomyelitis, 
Tollwut, Tetanus, Diphterie, BCG, Malaria, Gelbfieber, HIV oder Grippe. 

ErfindungsgemaBe Substanzen konnen ebenfalls zur in ^ra-Diagnose verwendet werden. 

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindiing betrifft Verfahren zur extrakorporalen 
{ex vivo) Manipulation, Depletion und/oder Entfernung von in Korperfliissigkeiten enthalte- 
nen Bestandteilen, wie z.B. Bindungspartnern einer wie oben definierten Komponente A oder 
daran bindende oder damit assoziierte Zellen. Solche extrakorporalen Verfahren umfassen 
bevorzugt Verfahren wie z.B. Apherese, insbesondere die grundlegenden Fonnen der Aphe- 
rese, die Plasmapherese und die Cytapherese. 

Die Plasmapherese beinhaltet erfmdungsgemaB die extrakorporale Manipulation, Depletion 
und/ oder Entfernung bestimmter loslicher oder suspendierter Bestandteile im Plasmaanteil 
des Blutes, sowie die Ruckfiihrung des so behandelten Blutes in den Patienten. Dazu wird 
einem Patienten bevorzugt mittels einer Pheres emas chine peripheres Blut entnommen, dem 
Blut werden optional geriiinimgshemmende Mittel zugesetzt und das Blut wird in seine 
Hauptkomponenten - feste (rote Blutkorperchen, weisse Blutkorperchen und Blutplattchen) 
und flxissige Anteile (Plasma) - aufgetrennt Nach Auftrennung in diese Hauptbestandteile 
konnen die in der so erhaltenen Plasmafraktion enthaltenen loslichen oder suspendierten Be- 
standteile des Blutes in einem weiteren Verfahrensschritt manipuKert, depletiert und/oder 
entfemt werden, beispielsweise unter Verwendung von erfmdungsgemaBen Polypetiden. 
AnschlieBend kann das so behandelte Blutplasma zusammen mit den vorher abgetrennten 
festen Blutbestandteilen zusammengegeben und dem Patienten reinjiziert werden. Der durch 
die Plasmapherese bedingte Volumensverlust kann im erfindungsgemaBen Verfahren weiter- 
hin durch isotonische Kochsalzlosung ersetzt werden. Plasmapherese wird erfindtmgsgemaB 
bevorzugt unter Verwendung von Verfahren wie therapeutischem Plasmaaustausch (TPE), 
Immunabsorption (IA), Fallung (HELP), differentieller Membranfiltration und anderen Mit- 
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tela durchgefuhrt. Beispielhaft seien hier PlasmafiLttationssaulen genannt (siehe z.B. US 
4,619,639, Asahi Medical Company, hier durch Referenz niit einbezogen). Ebeafalls konnen 
MembranfUttationssysteme (MDF) unter Verwendung von verschiedenen Partikeln und O- 
berflachen, bspw. Filtem wie, PlasmaFlo®OP-05(W)L und RheoFilter®AR2000 Blutfilter, 
5 eingesetzt werden (hergestellt dutch Asahi Medical Company, Ltd. of Japan). Altemativ kon- 
nen in erfmdungsgemaBen Pksmaphereseverfahren alle geeigneten Oberflachen und Partikel 
verwendet werden. 

Bei der Cytapherese werden erfindungsgemaB im Unterschied zur zuvor beschriebenen Plas- 

1 0 mapherese extrakorporal im Blut zkkulierende und/ oder an Knochenmark gebundenen zellu- 
lare Bestandteile (rote Blutkorperchen, weiBe Blutkorperchen, Stammzellen oder Thrombozy- 
ten) oder spezifische Subpopulationen dieser Zellen manipuliert, depletiert und/oder ent- 
fernt, urn einen ldinischen Effekt zu erzielen. Auch hier wird bevorzugt einem Patienten mit- 
tels einer Pheresemaschine peripheres Blut entnommen. Dem Blut werden danach optional 

1 5 gerinnungshemmende Mittel zugesetzt und das Blut wird in seine Haupticomponenten aufge- 
trennt AnschlieBend konnen in der die Zellbestandteile enthaltenden Fraktion des Blutes 
diese Zellbestandteile in einem weiteren Verfalirensschritt manipuliert, depletiert und/oder 
entfernt werden, bevorzugt ebenfalls unter Verwendung von erfindungsgemaBen Polypepti- 
des Die so behandelte Fraktion kann abschlieBend dem Patienten wieder reinjiziert werden. 

20 Bevorzugt erfolgt bei der erfindungsgemaBen Cytapherese die Auftrennung des Blutes in ver- 
schiedene Fraktionen sowie gegebenenfalls die Abtrennung bestimmter Zellbestandteile des 
Blutes mittels Verfahren wie Zenttifugation, differentieller Membranfiltration, oder anderen 
Mitteln. Es konnen weiterhin Membranfiltrationssysteme (MDF) unter Verwendung von 
verschiedenen Partikeln und Oberflachen, bspw. Filtem wie, PlasmaFlo®OP-05(W)L und 

25 RheoFiltet®AR2000 Blutfilter, eingesetzt werden (hergestellt dutch Asahi Medical Company, 
Ltd. of Japan). 

In einer dritten erfindungsgemaBen Alternative konnen die oben beschriebenen Verfahren 
der Plasmapherese und der Cytapherese miteinander kombiniert werden, beispielsweise urn 
30 sowohl losliche oder suspendierter Bestandteile im Plasmaanteil des Blutes wie auch im Blut 
zirkulierende und/ oder an Knochenmark gebundenen zellulare Bestandteile (rote Blutkorper- 
chen, weiBe Blutkorperchen, Stammzellen oder Tbdtombozyten) oder spezifische Subpopula- 



WO 2005/103077 



PCT/EP2005/003158 



29 

tionen dieser Zellen zu manipulieren, depletieren und/oder entfernen, um einen klinischen 
Effekt zu erzielen. Eine solche Kombination aus Plasmapherese und Cytapherese wird be- 
vorzugt unter Verwendung der erfbdungsgemaBen Polypeptide hergestellt. 

In einer bevorzugten Ausfuhningsfomi betrifft die voriiegende Erfindung ein (Apherese-) 
Verfahren zur extrakorporalen Manipulation, Depletion und/oder Entfernung loslicher, sus- 
pendierter oder zellularer Bestandteile des Blutes umfassend die folgenden Schritte: 

• Gegebenenfalls Auftrennung des Blutes in eine oder mehrere Fraktionen mit fes- 
ten unci/ odet fliissigen Bestandteilen; 

• Bindung von loslichen, suspendierten oder zellularen Bestandteile des Blutes an 
eine mit einem erfindungsgemaBen Polyp eptid gekoppelte Oberflache odet Parti- 
kel; und 

• Gegebenenfalls Abtrennung der gebundenen losKchen, suspendierten oder zellu- 
laren Bestandteile des Blutes. 

In einer besonderen Ausfiihrungsform des erfindungsgemaBen Aphereseverfahrens kann vor 
der gegebenenfalls stattfindenden Auftrennung des Blutes optional eine Blutentnahme an 
einem Patienten durchgefiihrt werden. Weiterhin kann optional das mit dem erfindungsge- 
maBen Verfahren behandelte Blut oder die so behandelte Blutfraktion dem Patienten wieder 
reinjiziert werden. Dazu ist es gegebenenfalls erforderlich, die zuvor aufgetrennten und unter 
Umstanden verschieden behandelten Blutfraktionen mit anderen nicht behandelten festen 
und/ oder fliissigen Bestandteilen des Blutes wiederzuvereinigen. Durch das erfindungsge- 
maBe Verfahren entstandene Volumenverluste konnen durch Zugabe geeigneter Flussigkei- 
ten, z.B. durch Zugabe einer isotonischen Kochsalzlosung, ausgeglichen werden. 

Der im erfindungsgemaBen Aphereseverfahren entlialtene Schritt zur Bindung der loslichen, 
suspendierten oder zellularen Bestandteile des Blutes an eine mit einem erfindungsgemaBen 
Polypeptid gekoppelten Oberflache oder Partikel kann je nach Erfordernis einmalig oder 
mehrmalig durchgefuhrt werden, um eine gewunschte Selektivitat zu erzielen. 

In dem erfindungsgemaBen Aphereseverfahren werden solche Oberflachen und/oder Partikel 
eingesetzt, die mit einem erfindungsgemaBen, wie oben definierten Polypeptid, kovalent ge~ 
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koppelt wurden. Dazu wird bevorzugt das erfindungsgemaBe Polypeptid iiber die im Poly- 
peptid enthaltene(n) Kopplungsgrupp e (n) A auf die Oberflache und/oder den Partikel kova- 
lent gekoppelt. 

5 Eine Kopphmg der erfktdungsgemaB verwendeten Polypeptide iiber die eiiizelnen Kompo- 
nenten A findet bevorzugt wie in DE 101 44 252 Al beschrieben statt. Die Kopplung der 
erfindungsgemaB verwendeten Polypeptide erfolgt dabei bevorzugt an Oberflachen oder Par- 
tikeln (Trager) iiber eine Bindung zwischen ersten auf der Trageroberflache vorhandenen 
funktionellen Gruppen und im Polypeptid iiber die in Komponenten A enthaltenen Kopp- 

10 lungsgruppen. Diese Kopplungsgruppen sind bevorzugt komplementar zu den funktionellen 
Gruppen des Tragers und konnen mit diesen eine affine, vorzugsweise kovalente Bindungen 
eingehen. Vorzugsweise ist die funktionelle Gruppe der Komponente A innerhalb der Kom- 
ponente A so positioniert, dass sie auBerhalb der fur die biologische Aktivitat verantwortli- 
chen Domanen des erfindungsgemaBen Polypeptids in einem geeigneten Abstand angeordnet 

15 ist, Auf diese Weise ist es erfindungsgemaB moglich, TNF gerichtet und unter Beibehaltung 
seiner biologischen Aktivitaten auf dem Trager zu immobilisieren. Nach ImmobiBsierung ist 
das erfindungsgemaBe Polypeptid bevorzugt so auf der Trageroberflache fixiert, dass die 
dreidimensionale Struktur der for die biologische Aktivitat erforderlichen Domane(n) gegen- 
iiber nicht4mmobilisiertem erfindungsgemafiem Polypeptid nicht verandert ist, und dass die 

20 Domane(n) bei Kontakt mit. zellularen Reaktionspartnern fur diese frei zuganglich ist/ sind. 

In bevorzugter Ausfuhrungsform der Erfindung ist die funktionelle Gruppe der Tragerober- 
flache ausgewahlt aus der Gruppe bestehend aus Aminogruppe, Carboxygruppe, Epoxygrup- 
pe, Maleinimidogmppe, Alkylketongruppe, Aldehydgruppe, Hydrazingruppe, Hydrazidgrup- 
pe, Thiolgruppe und Thioestergruppe. 

25 

Erfindungsgemass werden die Kopplungsgruppen der zu immobilisierenden Komponenten A 
des erfindungsgemaBen Polypeptids ausgewahlt aus einer Gruppe, die die gleichen Spezies 
wie fur die funktionelle Gruppe der Trageroberflache enthalt Eine im erfindungsgemaBen 
Aphereseverfahren verwendbare Oberflache/Partikel (=Trager) weist also auf seiner Oberfla- 
30 che eine funktionelle Gruppe auf, die kovalent mit einer Kopplungsgruppe des zu immobili- 
sierenden erfindungsgemaBen Polypeptids verkniipft ist, wobei die Kopplungsgruppe des 
Polypeptids eine andere Gruppe als die funktionelle Protein des Tragers ist Die beiden mit- 
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einander in Bindung tretenden Kopplungsgruppen und funktionellen Gruppen tnussen dabei 
komplementar zueinander sein, das heiBt in der Lage sein, eine kovalente Bindung mit- ein- 
ander einzugehen. Wird erfindungsgemaB als fbnktionelle Gruppe des Tragers beispielsweise 
eine Aminogruppe verwendet, ist die Kopplungsgrupp e der Komponente A des erfindungs- 
5 gemaBen Polypeptids eine Carboxygruppe, Wird erfmdungsgemaB umgekehrt eine Carbo- 
xygruppe als funktionelle Gruppe des Tragers verwendet, ist erfindungsgemaB die Kopp- 
lungsgrupp e der Komponente A des erfindungsgemaBen Polypeptids eine Aminogruppe. 
Wird erfindungsgemaB als funktionelle Gruppe des Tragers eine Thiolgruppe gewahlt, ist 
erfindungsgemaB die komplementare Kopplungsgruppe der Komponente A des erfindungs- 

10 gemaBen Polypeptids eine Maleinimidogruppe. Wird umgekehrt eine Maleinimidogruppe als 
funktionelle Gruppe des Tragers ausgewahlt, ist erfindungsgemass die komplementare Kopp- 
lungsgruppe der Komponente A des erfindungsgemaBen Polypeptids eine Thiolgruppe. Wird 
erfindungsgemaB als funktionelle Gruppe des Tragers Alkylketongruppe, insbesondere Me- 
thylketon-oder Aldehydgmppe verwendet, ist die funktionelle komplementare Kopplungs- 

15 gruppe der Komponente A des erfindungsgemaBen Polypeptids eine Hydrazin-oder Hydra- 
zidgruppe. Wird erfindungsgemaB umgekehrt eine Hydrazin-oder Hydrazidgruppe als funkti- 
onelle Gruppe des Tragers verwendet, ist erfindungsgemaB die funktionelle komplementare 
Kopplungsgruppe der Komponente A des erfindungsgemaBen Polypeptids eine Alkylketon-, 
insbesondere Methylketon- oder Aldehydgruppe. ErfindungsgemaB besonders bevorzugt 

20 handelt es sich bei der funktionellen Gruppe auf der Trageroberflache um eine Maleinimido- 
Gruppe und bei der Kopplungsgruppe der Komponente A des erfindungsgemaBen Polypep- 
tids um eine Tliiol-Gruppe. 

Die Immobilisierung erfolgt dabei bevorzugt gerichtet Im Zusammenhang mit der vorlie- 
25 genden Erfindung bedeutet der Begriff „gerichtet immobilisiert'' oder "gerichtete Immobili- 
sierung", dass ein erfindungsgemaBes Polypeptid, insbesondere ein scTNF-Mitglied, an defi- 
nierten Positionen innerhalb des scTTSfF-Mitglieds dergestalt an einem Trager immobilisiert 
ist, dass die dreidimensionale Struktur der fur die biologische Akthtitat erforderlichen Doma- 
ne(n) gegenuber dem nicht- immobilisierten Zustand nicht verandert ist und dass diese TNF- 
30 Domane (n), beispielsweise Bindungstaschen fiir zellulare Reaktionspartner, bei Kontakt mit 
zellularen Reaktionspartnern fur diese firei zuganglich ist/sind. "Gerichtet immobilisiert 1 ' be- 
deutet auch, dass die Kopplung des erfindungsgemaBen Polypeptids auf der Trageroberflache 
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so erfolgt, dass das immohilisierte Protein bei einer spateren Verwendung in einer zellularen 
beziehungsweise zeMhnlichen Umgebung durch Protein-degradierende Enzyme nicht oder 
nut sehr langsam degradiert warden kann. Das heifit, das immobilisierte erfindungsgemaBe 
TNF-Molekul ist auf der Trageroberflache so ausgerichtet, das es so wenig wie mogHch An- 
griffspunkte fur Ptoteasen bietet. Zusatzlich kann das erfindungsgemaBe Polypeptid vor der 
Ko Ppl un g durch molekularbiologische Verfahren gegen Proteasen resistent gemacht werden, 
wie z.B. oben fur TNF-Mitglieder bei der Protease TACE beschrieben. 

Das erfindungsgemaBe Polypeptid behalt via seiner gekoppelten Komponente(n) A seine 
biologische Funktion und die Fahigkeit, mit anderen Verbindungen/Stoffen eine Wechsel- 
wirkung einzugehen. Enthalt ein erfindungsgemaBes Polypeptid beispielsweise drei Kompo- 
nenten A (Tiimer), so werden typischerweise jede, zwei oder bevorzugt nur eine der drei 
Komponenten A auf der Oberflache/dem Partikel kovalent gebunden. 

Zur Kopplung geeignete Oberflachen und/oder Partikel konnen alle geeigneten Oberflachen 
und/ oder Partikel umfassen, an die sich erfindungsgemaBe Polypeptide koppeln lassen. Be- 
vorzugt sind insbesondere Kulturplatten oder sogenannte Mikrobeads, z.B. Dynabeads (Dy- 
nal Biotech GMBH), nano-beads, Nanopartikel, oder Festphasen wie beispielsweise Nylon- 
wolle, Sepharose, Sephadex, etc.. ErfindungsgemaB ist weiterhin vorgesehen, dass es sich bei 
den erfindungsgemass verwendeten Tragersystemen urn kompakte oder hohle Nanopartikel 
mit Grossen zwischen 25 und 1000 nm handelt Diese bestehen entweder aus organischen 
oder anorganischen Partikelmaterialien. Die Art des Materials kann erfindungsgemass ent- 
sprechend der spateren Anwendung variiert werden, wobei der Trager der Nanopartikel vor- 
zugsweise aus biologisch vertraglichen und/oder biologisch abbaubaren Materialien besteht. 
Im Zusammenhang mit der vorliegenden Erfindung werden unter "Nanopartikeln" weiterhin 
Bindematrizen verstanden, die einen Trager mit einer Oberflache umfassen, an dem chemisch 
reaktive funktiondle Gruppen angeordnet sind, die mit komplementaren funktionellen Gmp- 
pen von zu bindenden Molekiilen, insbesondere erfindungsgemaBe Polypeptide, affine Bin- 
dungen, also kovalente und/ oder nicht-kovalente Bindungen, eingehen und auf diese Weise 
die erfindungsgemaBen Polypeptide an ihren Oberflachen stabil fbderen konnen. Die Trager 
der Nanopartikel bestehen aus chemisch inerten anorganischen oder organischen Materialien 
und besitzen eine Grosse von weniger als ljum, vorzugsweise von 25 bis 500 nm. 
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Eine besondere Ausfuhmngsforrn des erfindungsgemaBen Aphereseverfahrens beinhaltet 
eine biofunktionalisiette Oberflache (planar oder als Partikel) z.B. tnit dem erfindungsgema- 
Ben Polypeptid scTNF, welches in der zuvor beschutiebenen Att und Weise kovalent und ge- 
richtet auf der Oberflache immobilisiert wutde. Ein derart hiofunktionalisierte Oberflache, 
enthaltend beispielsweise mehrere immobilisierte scTNF Molekiile oder Vaxianten davon, 
ermoglicht eine hohe Affinitat fur die jeweiligen komplenientaren Bindungspartner, bei- 
spielsweise TNFR1 und TNFR2, Die Rezeptoren TNFR1 und insbesondere TNFR2 werden 
in stark erhohten Konzentrationen als prozessierte, losliche Molekiile im Blut von Tumorpa- 
tienten und bei anderen Erkrankungen gefimden. Die Entfemung von TNFR aus dem Blut 
von Tumorpatienten fuhrt nachweislich zu klinisch dokumentierten Tumorregressionen, was 
auf eine Rekonstitution der korpereigenen Abwehr zurackgefuhrt wird (siehe bspw. Lenta M 
R, (1999) Therapeutics Apheresis, Vol. 3, No. 1). .Bin Aphereseverfahren tnit erfindungsge- 
maBen Polypeptiden, beispielsweise scTNF, ermoglicht, dass bevorzugt beide TNF Rezepto- 
ren gleichzeitig und effizient aus Proben entfernt werden konnen, Ein weiterer Vorteil dieses 
Verfahrens ist die oben beschriebene Tatsache, dass eine Dissoziation einzelner Komponen- 
ten A des erfindungsgemaBen Polypeptids nicht mogKch ist, d.h. weder ein Aktivitatsverlust 
der funktionalisierten Oberflache noch eine Kontamination des behandelten Blutes mit abdis- 
soziierten Stoffen zu erwarten ist. 

Das erfkidungsgemaBe Aphereseverfahren kann als kontimiierliches Verfahten oder als dis- 
kontinuierliches Verfahren dutchgefulirt werden. Als kontinuierliches Verfahren wird das 
erfkidungsgemaBe Verfahren bevorzugt direkt anschlieBend an die Blutentnahme bzw. die 
Fraktionierung des entaommenen Bkxtes und vor der Riickfuhrung des Blutes in den Patien- 
ten ohne zwischenzeitHche Lagerung des Bkxtes oder der erhaltenen Blut&aktionen durchge- 
fuhrt. In einem diskontinuierlichen Verfahren kann dagegen das entnommene Blut bzw. die 
Fraktionen des entnommenen Blutes nach jedem Schritt fur einen bestimmten Zeitraum ge- 
lagert werden. 

Die Temperatur in erfindungsgemaBen Aphereseverfahren liegt bevorzugt bei 0-40°C. Bei 
einen kontmuielichen Verfahren liegt die Temperatur bevorzugt bei bei 25 bis 40°C, beson- 
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ders bevorzugt in einem Bereich zwischen 36 und 38°C. Bei einen diskontinuierlichen Ver- 
fahren kann die Tamperatur zwischen 0-40°C liegen. 

Das wie oben beschtiebene erfindungsgemaBe Aphereseverfahren wird bevorzugt zur Diag- 
5 nose, Therapie und/oder Prophylaxe bei mit den mit Mitgliedern del: TNF-Ligandenfamilie 
assoziierten Erkrankungen eingesetzt, insbesondere bei Tumorerktankungen, insbesondere 
soliden oder lymphatischen Tumoren, insbesondete soliden und lymphatischen Tumoten. 
Die Wiedetherstettung der Homoostase des Immrmsystems mit seinen humotalen und zellu- 
laren Komponenten wird als Schliissel det: Wirksamkeit von Aphereseverfahren angesehen. In 

10 einer weiteren Anwendung kann das erfkidungsgemaBe Apheresesystem deslialb auch zur 
Wiederherstellung det Immunhomoos tas e bei nicht malignen Erkrankungen eingesetzt wet- 
den. Dazu gehoren inflammatoriscbe Erkrankungen, artiiritische und rheumatischen Erkran- 
kungen, oder Erkrankungen des Immunsystems, sowie zur Behandlung Infektionskrankliei- 
ten, Stoffwechseletktankungen, Entaimdungszustanden, hypeiproHferatotische Erkrankun- 

15 gen, Autoimmimerlcrankungen, insbesondete theximatoider/arthtitischer Erkrardcungen, toxi- 
scher epidermaler Nekrolyse (TEN), Multiple Sklerose, Hashimoto Thyroiditis, GvHD, virale 
Hepatitis (HBV, HCV), Alkohol-indusierter Hepatitis, AbstoBungsreaktionen bei Leberttans- 
plantation, Erkrankungen, die auf hyperapoptotischen Reaktionen beruhen, degenerativen 
Erkranlatagen, insbesondere neuxodegenerativen Erkrankungen. 

20 

Bei Tumorerkrankungen sind insbesondere mit umfasst Kolonkarzinome, Melanome, Nie- 
renkarzinome, Lymphome Akute myeloide Leukamie (AML), Akute Lymphoide Leukamie 
(ALL), chronische myeloide Leukamie (CML), chronische lymphozytische Leukamie (CLL), 
Gastrointestinale Tumore, Lungenkarzinome, Gliome, Schilddmsentumore, Mammakarzi- 

25 nome, Prostatatumore, Hepatome, diverse virus-induzierte Tumoren wie z.B. PapiUomvirus- 
induzierte Kaxzinome (z.B. Cervkkarzinom), Adenokarzinome, Herpesviren-induzierte Tu- 
more (z.B. Burkitt's Lymphom, EBV-induziertes B Zelllymphom), Hepatitis B-induzuierte 
Tumore (HepatozelUtarzinome), HTLV-1 und HTLV-2 induzierte Lymphome, Akustikus- 
neurinom, Gebarmuttehalskrebs, Lungenkrebs, Rachenkrebs, Analkarzinom, GHoblastom, 

30 Lymphome, Rektumkarzinom, Astrozytom, Him tumore, Magenkrebs, Retinoblastom, Basa- 
liom, Hirnmetastasen, Medulloblastome, Scheidenkrebs, Baixchspeicheldriisenkrebs, Hoden- 
krebs, Melanom, Schilddriisenkarzinom, Blasenkrebs, Hodgkin-Syndrom, Meningeome, 
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Schneeberger Kraokheit, Bronctdalkarzinom, Hypophysentumor, Mycosis fungoides, Speise- 
rohrenktebs, Brustkrebs, Karzinoide, Nemdnom, Spinaliom, BurMtt-Lymphom, Kehlkopf- 
krebs, Nierentorebs, Thymom, Corpuskarzinom, Knochenkrebs, Non-Hodgkin-Lymphome, 
Urethrakrebs, CUP-Sysndrom, Kopf-Hals-Tixmore, OHgodendrogliom, Viilvakrebs, Datm- 
krebs, Kolonkatzinom, Osphaguskarzinom, Warzenb eteiligung, Dunndarmtumore, Krani- 
opharyngeome, Ovarial-Katzinom, Weichteiltumore, Eierstockkrebs, Leberkrebs, Pankreas- 
karzinom, Zerdxkarziiiom, Endometriumkarzinom, Lebermetastasen, Peniskrebs, Zungen- 
krebs, Gallenblasenkrebs, Leukamie, Plasmozytom, Gebarmutterkrebs, Iidtumor, Prostata- 
krebs, etc.. 

Arthritische Erkirankungen umfassen insbesondere Monarthritis, Oligoarthntis, Polyarthritis, 
akute Arthritis (v.a. septische, ktistallinduzierte, reaktive Arthritis und akute Arkoidose), sub- 
akute Arthritis, chronische Artiiritis, (v.a. rheumatoide Arthritis, Arthritis bei seronegativer 
Spondylarthritis), infektiose Arthritis, para- oder postinfektiose Arthritis, rheumatoide Arthri- 
tis, juvenile chronische Arthritis, Arthritis bei entziindlichen Bindegewebeerkrankungen und 
Vaskulitiden, allergische Arthritis, Arthritis in Verbindung mit Stoffwechselerkraiikungen und 
ernahrungsbedingten Storungen, Arthritis bei endokrinen Storungen, Arthritis bei granuloma- 
toses. Erkrankungen, Arthritis bei Erkrankungen des hamatopoietischen Systems, Arthritis 
bei Gelenkblutungen infolge von Storungen der Blutgerinnung, neoplastische Arthritis, para- 
neoplastische Artiiritis, (post-)traumatische Arthritis, Arthritis bei Erkrankungen des Gelenk- 
knorpels, Arthritis bei Neuropathien, Arthritis bei pustulosen abszedierenden, nekrotisieren- 
den oder mit Gewebeneutropliilie einhergehenden Dermatosen, Arthritis bei sonstigen 
extraartikularen Grunderkrankungen, sowie Arthritis allergica, Chlamydien-induzierte Arthri- 
tis, Arthritis dysenterica, Artiiritis gonnorrhoica, Arthritis mutilans, Arthritis psoriatica, Artii- 
ritis sicca, Arthritis syphilitica, Arthritis tuberculosa, Arthritis urica, etc.. 

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist eine pharmazeutische Zusammen- 
setzung oder ein Vakzin, enthaltend erfindungsgemaBe Polypeptide, erfindungsgemaBe Nuk- 
leinsaurekonstrukte, erfindungsgemaBe Vektoren und/oder erfindungsgemaBe Wirtszellen 
sowie pharmazeutisch unbedenkliche Hilfs-, Zusatz- und/oder Tragersubstanzen (z.B. auch 
Losungsvermittler). Die pharmazeutischen Zusammensetzungen oder Vakzine gemaB der 
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Erfindung werden bevorzugt zur Behandlung von Krebserkrankungen, insbesondere soliden 
oder lymphatischen Tumoren, eingesetzt sowie zut Behandlung von Infektionskrankheiten, 
Stoffwechselerkrankungen, Entziindungszustanden, hyperptolifetatotische Erkrankungen, 
Autoimmunerkrankungen, insbesondere rheumatoider/arthritischer Erkrankungen, toxischer 
epidermaler Nekrolyse (TEN), Multiple!: Sklerose, Hashimoto Thyroiditis, GvHD, viraler 
Hepatitis (HBV, HCV), Alkohol-induzierter Hepatitis, AbstoBungsreaktionen bei Lebertrans- 
plantation, Erkrankungen, die auf hyperapoptotischen Reaktionen beruhen, degenerativen 
Erkrankungen, insbesondere neurodegenerativen Erkrankungen. 

Damit wird erfindungsgemaB auch eine Kombination erfindungsgemaBer Substanzen mit 
pharmazeutisch akzeptablen Trager-, Hilfs- und/oder Zusatzstoffen offenbart. Entsprechen- 
de Herstellungswege sind bei „Retnington's Pharmaceutical Sciences" (Mack Pub. Co., Eas- 
ton, PA, 1980) offenbart, das Bestandteil der Offenbarung der vorKegenden Erfindung ist. 
Fur die parenterale Verabreichung kommen als Tragerstoffe bspw. steriles Wasser, sterile 
KochsaMosungen, Polyalkylenglykole, hydrogenierte Naphthalen und insbesondere biokom- 
patible Lactidpolymere, Lactid/ Glycolidcopolymer oder Polyoxyethylen- 
/Polyoxypropylencopolymere in Betracht Derartige erfindungsgemaBe pharmazeutische Zu- 
sammensetzungen kommen fur alle oben offenbarten medizinischen Indikationen in Be- 
tracht. Daruber hinaus konnen erfindungsgemaBe Zusammensetzungen Fullsubstanzen oder 
Substanzen, wie Lactose, Mannitol, Substanzen zur kovalenten Ankniipfung von Polymeren, 
wie z.B. Polyethylenglykol an erfindungsgemaBe Inhibitoren, Komplexierung mit Metallionen 
oder EinschluB von Materialien in oder auf besondere Praparationen von Polymerverbin- 
dung, wie z.B. Polylaktat, Polyglykolsaure, Hydrogel oder auf Liposomen, Mikroemulsion, 
Micellen, unilamelare oder multilamelare Vesikel, Erythrozyten-Fragmente oder Spha- 
roplasten, enthalten. Die jeweiligen Ausfiihrungsformen der Zusammensetzungen werden 
abhangig vom physikalischen Verhalten, beispielsweise in Hinblick auf die Loslichkeit, die 
Stabilitat, Bioverfugbarkeit oder Abbaubarkeit gewahlt. Kontrollierte oder konstante Freiset- 
zung der erfindungsgemaBen Wirkstoffkomponente in der Zusammensetzung schKeBt For- 
mulierungen auf der Basis lipophiler Depots ein (z.B. Fettsauren, Wachse oder Ole). Im 
Rahmen der vorliegenden Erfindung werden auch Beschichtungen erfindungsgemaBer Sub- 
stanzen oder Zusammensetzungen, enthaltend solche Substanzen, namlich Beschichtungen 
mit Polymeren offenbart (z.B. Poloxamere oder Poloxamine). Weiterhin konnen die erfin- 
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dungsgemaBen Substanzen bzw. Zusammensetzungen protektive Beschichtungen, z.B. Pro- 
teaseinhibitoren oder PermeabiHtatsverstarker, aufweisen. 

Grundsatzlich werden im Rahmen der vorliegenden Erfindung fur erfindungsgemaBe Sub- 
5 stanzen oder erfindungsgemaBe pharmazeutische Zusammensetzungen oder Vakzine alle im 
Stand der Technik bekannten Verabreichungswege offenbart, bevorzugt erfolgt die Herstel- 
lung eines Atrzneimittels bzw. einer Vakzine zur Behandlung der vorgenannten Erkrankungen 
oder Storungen auf dem parenteralen, d.h. beispielsweise subkutanen, intramuskularen oder 
intravenosen, oralen, intranasalen, intraoticalen, trans dermalen, topicalen (z.B. via Gele, Sal- 

10 ben, Lotionen, Cremes, etc.), intrapetitonealen, intrapulmonalen (z.B. AERx® Inhalations- 
technologie, kommerziell erhaltiich von Aiadigm odet Inhance™ Pulmonales Uberttagungs- 
system, kommerziell erhaltlich. von Inhale Therapeutics), vaginalem, rectalem, oder intraoku- 
larem Verabreichungsweg. Typischerweise werden erfindungsgemaBe pharmazeutische Zu- 
sammensetzungen fest, flussig oder aerosolartig (z. B. Spray) sein - je nach Art der Konfekti- 

1 5 onierung oder Verabreichung. 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsform wird bei Bedarf einem Patienten eine tiierapeutisch 
effektive Menge eines erfindungsgemaBen Polypeptids verabreicht. Die genaue Dosis hangt 
iiblicherweise von dem Zweck der zugrundeliegenden Behandlung ab und kann durch einen 

20 Fachmann unter Heranziehung bekannter Verfahren aus dem Stand der Technik bestimmt 
werden. Wie im Stand der Technik bekannt konnen beispielsweise Anpassungen in Bezug 
auf den rnetabolischen Abbau der erfindtingsgemaBen Polypeptide, in Bezug auf systemische 
versus lokale Verabreichung, wie auch an das Alter, Kotpergewicht, an den allgemeinen Ge- 
siondheitszustand, das Geschlecht, die Emahrung, Zeit der Verabreichung, Wechselwirkung 

25 der Wirkstoffe miteinander, oder an die Schwere der Erkranloong notwendig sein. Solche 
Anpassungen konnen durch einen Fachmann mittels im Stand der Technik bekannten Ver- 
fahren duixhgefuhrt werden. 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsform wird eine Kombination erfindvingsgemaBer Polypep- 
30 tide zur Verwendung als Adjuvanz offenbart. Ein Adjuvanz im Sinne dieser Erfindung ist 
insbesondere eine Zusammensetzung, die als solche keine spezifische Immunantwort gegen 
ein Immunogen hervorruft, jedoch in der Lage ist, die Immunantwort gegen dieses Immuno- 
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gen zu steigern. Anders formuliert ruft eine Verabreichung des Adjuvanz alleine keine Im- 
munantwort gegen dieses Immunogen hervor, wahrend eine Verabreichung zusammen mit 
diesem Immunogen eine Immunantwort erzeugt wird, die starker ist Immunantwort nach 
Verabreichung des Immunogens alleine. Ein Adjuvant kann zusatzlich pharmazeutisch ak- 
zeptable Trager-, Hilfs- und/ oder Zusatzstoffe enthalten oder verabreicht werden, wie hier 
fur Vakzine und pharmazeutische Zusammensetzungen offenbart. Weiterhin kann ein Adju- 
vanz zusammen mit oben offenharten Vakzinen oder pharmaz eutis chen Zusamrnensetzun- 
gen verabreicht werden. 

Zusammenfassend ist festzustellen, daB die Erfindung ein Polypeptid bereitstellt, das erhohte 
Stabilitat aufweist, dadurch dass das gesamte Molekul eines MitgKeds der TNF- 
Ligandenfamilie aus einem Protein- bzw. Polypeptidstrang besteht (z.B. scTNF), so daB die 
Monomere (Komponenten A) der Mitglieder der TNF-Ligandenfamilie nicht mehr dissoziie- 
ren konnen. scTNF, wie auch erfindungsgemaBe Polypeptide, die andere Mitglieder der TNF- 
Ligandenfamilie betreffen, zeigt in der Art seiner Bioaktivitat keine qualitativen Unterschiede 
zu dem normalen loslichen sTNF (auch Wildtyp TNF oder wtTNF), ist jedoch weitaus stabi- 
ler und zeigt daher hohere Bioaktivitat, ist also bei niedrigeren Konzentrationen wirksam. Wie 
normal losliches TNF (wtTNF), vermag scTNF in sensitiven Zellen Apoptose auszulosen, 
den Transkriptionsfaktor NF-kB zu aktivieren, den Rezeptor TNFR1, nicht aber TNFR2, zu 
aktivieren sowie in Gegenwart bestimmter Antikorper (z.B. 80M2) auch den Rezeptor 
TNFR2 zu aktivieren. Dies gilt fur erfindungsgemaBe Polypeptide, die andere Mitglieder der 
TNF-Ligandenfamilie betreffen. Im Falle einer Verwendung erfindungsgemaBer Polypeptide 
mit einer Kopplungsgruppe zur Herstellung biofunktionalisierter Oberflachen und Verwen- 
dung derselben bspw. zur Apherese ist kein Ausbluten des erfindungsgemaBen Polypeptids 
oder eine Ruckfiihrung von schadlichen Liganden in das System zu beobachten. 
Weiterhin stellt das erfindungsgemaBe Polypeptid, beispielsweise scTNF, ein ideales Aus- 
gangsmaterial zur Herstellung neuer, bi-funktioneller Molekiile dar. Zum einen kann das er- 
findungsgemaBe Polypeptid, beispielsweise scTNF, bzw. funktionelle Fragmente hiervon 
kovalent an Zelloberflachen binden. Das hat erfindungsgemaB den Vorteil, dass hier zur sta- 
bilen Bindung des Molekiils nur eine einzige kovalente Bindung hergestellt werden muss. Bei 
einem normalen loslichen Wildtyp Mitglied der TNF-Ligandenfamilie, beispielsweise losli- 
chem sTNF, miissen alle drei Monomere des einzelnen Homotrimers kovalent an die Ober- 
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flache gekniipft werden, urn eine stabile Kontruktion zu erhalten, da sonst die nicht-kovalent 
gebundenen Monomere abdissoziieren. In dieser Ausfuhrixagsform des erfindungsgemaBen 
Polypeptids ist eine Anwendung in der Apherese, z.B. mit scTNF als biofonktionalem Wirk- 
stoff zur Entfernimg von TNF Rezeptoren aus Koiperfliissigkeiten, besonders vorteilhaft 

Entsprechendes gilt bei der Herstellung von Fusionsproteinen. Diese sind insbesondere inte- 
ressant, um ein Mitglied der TNF-Iigandenfamilie, beispielsweise TNF, mit Hilfe eines an das 
TNF fusionierten Antikorperfragmentes, bspw. scFv, an einen entsprechenden gewunschten 
Ort im Korper zu konzentrieren (sog. „targeting" Strategien). Bei normalem loslichen TNF 
(wtTNF) muss ein solches Fusionsprotein aus homotrimerem TNF bestehen, bei dem jedes 
der mindestens drei Monomere den Antikorperteil tragt, wodurch groBe und instabile Mole- 
kule entstehen, die wiederum in ihre Monomere dissoziieren und/oder zur Aggregation nei- 
gen und damit inaktiviert werden konnen. Ein vom scTNF abgeleitetes Fusionsprotein ist mit 
nur einem Molekul Antikorper verkniipft, so dass das gesamte Fusionsprotein wiederum aus 
einem einzigen, stabilen Protein- bzw. Polypeptidstrang besteht Das vorstehend fur TNF 
Beschriebene ist auf alle Mitglieder der TNF-Iigandenfamilie ubertragbar. 

Ebenfalls ist es durch die vorliegende Erfindung moglich, aufgrund der kovalenten Verkniip- 
fung der Monomere (Komponenten A) des erfindungsgemaBen Polypeptids gezielt Mutatio- 
nen in nur eines oder auch zwei oder mehrere der mindestens drei Monomere (Komponenten 
A) stabil einzufugen. So sind z.B. Punktmutationen bekannt, welche eine Rezeptorselektivitat 
erzwingen, d.h. zum Beispiel im Fall von TNF erfolgt eine Bindung nur noch an einen der 
beiden TNF-Rezeptoren (TNFR1 und TNFR2). ErfindungsgemaB ist es moglich, erstmals 
eine z.B. TNF-Mutante herstellen, die beispielsweise gezielt ein Molekul TNFR1 und zwei 
Molekiile TNFR2 gleichzeitig zu binden vermag, d.h. es entstiinden heteromere Rezeptor- 
komplexe. Auf diese Weise ist es erstmals moglich, heteromere, stabile, single chain Mitglie- 
der TNF-Iigandenfamilie herzustellen, die gezielt nur einen von mehreren moglichen Rezep- 
tor binden und aktivieren. 

Selbstverstandlich sind die vorstehenden beispielhaft zu TNF erlauterten Ausfiihrungen auf 
die anderen Mitglieder der TNF-Iigandenfamilie iibertragbar. 
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Die vorliegende Erflndung wird dutch die nachstehenden Figuren naher erlautert: 

Figuren 1-3 zeigen Ergebnisse verschiedener biologischer Zytotoxitatstests, in denen die 
5 Eigenschaften, insbesondere die Spezifitat, unterschiedlicher scTNF Varianten mit denen von 
klassischem loslichem Wildtyp-TNF, d.h. der loslichen extrazellularen Domane des humanen 
TNF (NCBI gi:25952111, 17,09 kDa als Monomer der loslichen Form, abgekiirzt mit 
TNFhum oder sTNF, AA 79-181) untersucht vergKchen werden. 

10 Fur diese Versuche wurden sowohl transfizierte Mausfibroblasten als auch humane Kyml- 
Zellen verwendet. Dargestellt werden beispielhafte Ergebnisse der Analysen, wobei scTNF 
Varianten getestet wurden, die unterschiedlich lange Peptid-Linker zwischen den einzelnen 
TNF Modulen (d.h. TNF Monomeren) aufweisen. Die Peptid-Linker bestehen jeweils aus der 
dreifachen bzw. der vierfachen Aminosequenzwiederholung GGGS (oder auch GlyGlyGly- 

15 Ser) (bezeichnet als „singlechainTNF3x M bzw. „singlechainTNF4x" oder als M scTNF3x M bzw. 
n scTOF4x"). 

Figur 1 zeigt das Ergebnis eines typischen Zytotoxizitastests von TNF. Als Zielzellen wurden 
Mausfibroblasten (MF) aus TNFR1/TNFR2 doppel-knockout-Mausen verwendet, die stabil 

20 TNFRl-Rezeptorchimaren (TNFRl-Fas) exprimieren (MF TNFR1 -Fas-Zellen) . Solche Zel- 
len exprimierten ein Hybridmolekul, das extrazellular aus dem entsprechenden Teil des 
TNFR1 besteht, xmd somit TNF bindet, und intrazellular die stark apoptotisch wirkende in- 
trazellulare Domane des Fas -Rezep tors aufweist. Diese MF TNFRl-Fas Zellen konnen dutch 
TNFRl-spezifische Stimuli aktiviert werden, vermittelten jedoch ein Fas-spezifisches Todes- 

25 signal. Die iiberlebende Zellzahl wurde nach 24 Stunden durch Anfarben mit einem Farbstoff 
dutch ihre Absorption quantifiziert. Als Negativkontrolle wurde ein Kontroll-Bakterienlysat 
eingesetzt, wobei es sich urn ein nicht-scTNF exprimierendes Bakterienlysat handelte, das 
identisch zu den rekombinanten scTNF-Proteinen prozessiert wurde Im Ergebnis ist festzu- 
stellen, dass sowohl das herkommliche humane losliche TNF (TNFhum) als auch die rekom- 

30 binanten scTNF-Varianten zum Zelltod fuhrten. Es ist ein vergleichbarer dosisabhangiger 
zytotoxischer Effekt von TNFhum bzw. scTNF zu erkennen (siehe die unteren drei Kurven 
der Grafik.), wobei die spezifische Aktivitat des scTNF mindestens aquivalent, wean nicht 
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sogar holier, als die des Wildtyp-TNF ist. Wie erwartet, zeigt die Negativkontrolle keinen 
toxischen Effekt. 

In einem weiteren Versuchsansatz wurde die Wirkung neutralisierender TNF-sp ezifis cher 
5 Antikorper auf die Zytotoxitat von Wildtyp TNF (TNFhum) bzw. scTNF getestet. Es wut- 
den ftisch angesetzte Verdunnungen von loslichem humanen TNF (TNFhum) bzw. den o- 
ben beschnebenen scTNF Varianten mit 3fach (3x) bzw. 4fach (3x) Glycin-Serin Peptid- 
Linker (scTNF3x: GGGS-GGGS-GGGS / scTNF4x: GGGS-GGGS-GGGS-GGGS) einge- 
setzt. Es wurden Konzentrationsreihen mit 1:3 Verdunnungen in An- und Abwesenheit neut- 

10 ralisierender TNF-spezifischer Antikorper (aTNF-AK) [l^g/mL] eingesetzt. Als Negativkon- 
trolle wurde das oben beschriebenen Kontroll-Bakterienlysat eingesetzt. Als Ergebnis ist zu 
erkennen, dass der zytotoxische Effekt von loslichem humanem Wildtyp-TNF bzw. scTNF 
durch iieutralisierende TNF-spezifische Antikorper aufgehoben werden kann (siehe die obe- 
ren drei Kurven der Grafik.) und zwar in einem weiten Konzentrationsbereich (0,03 - 10 

15 ng/mL). Unterschiede zwischen der Reaktion von scTNF mit 3-fach und scTNF mit. 4-fach 
Peptid-Iinker wurden nicht festgestellt werden. 

Figur 2 zeigt das Ergebnis eines Zytotoxizitats-Test, in dem die Wirkung von sTNF und 
scTNF-Varianten auf TNFR2-Rezeptorchimaren (TNFR2-Fas) exprimierende Zellen unter- 

20 sucht wurde. In diesem Versuchsansatz wurden Mausfibroblasten eingesetzt, die stabil Rezep- 
torchimaren, bestehend aus TNFR2 und Fas (TNFR2-Fas, wobei der extrazellulare Teil von 
TNFR2, der intrazellulare Teil vom Fas-Rezeptor stammt), exprimieren (MF TNFR2-Fas 
Zellen). MF TNFR2-Fas Zellen (wie auch der Wildtyp-TNFR2) konnen lediglich durch einen 
adaquaten TNFR2-Stimulus aktiviert werden, beispielsweise durch membranstandiges TNF, 

25 nicht jedoch durch losliches TNF. Ergebnis: Wie erwarten, zeigten sowohl das losliche hu- 
mane TNF (TNFhuman) als auch die scTNF Varianten mit 3fach und 4fach Peptid-Linker 
(scTNF3x, scTNF4x) keinen toxischen Effekt auf die MF TNFR2-Fas Zellen. Mit anderen 
Worten, sTNF und die s cTNF- Varianten vermogen gleichermaBen TNFR2-Chimaren 
(TNFR2-Fas) exprimierende Zellen nicht zu aktivieren, d.h. sie rufen in diesen Zellen keinen 

30 Zelltod hervor. Das als Negativkontrolle eingesetzte Kontroll-Bakterienlysat (wie oben be- 
schrieben) zeigte erwartungsgemaB ebenfalls keinen toxischen Effekt. 



WO 2005/103077 



PCT/EP2005/003158 



42 

Figur 3 zeigt das Ergebnis eines Zytotoxizitats-Test, in dem die Wirkung von loslichem hu- 
manem Wildtyp-TNF und einer scTNF-Variante in Kombination mit einem speziellen 
TNFR2-spezifischem Antikotper, 80M2, auf TNFR2-Chimaren (TNFR2-Fas) exprimierende 
Zellen untersucht wurde. Der Versuchsansatz entspricht dem aus Figur 2 mit dem Unter- 
5 schied, dass das losliche Wildtyp-TNF bzw. das scTNF mit 3fach Peptid-Linker (scTNF3x) 
zusammen mit dem Antikorper 80M2 zugegeben wurden. Der Antikorper 80M2 ist dafur 
bekannt, dass er normalem loslichem TNF die besondere Signalkapazitat von membrange- 
bundenem TNF verleiht. Das Ergebnis zeigt, das sowohl losliches Wildtyp-TNF als audi 
scTNF in Kombination mit dem Antikorper 80M2 iiber die TNFR2-Fas Rezeptorchimare 

10 einen starken zytotoxischen Effekt erzielen. Grund hierfiir ist, dass losliches TNF in Kombi- 
nation mit bestimmten TNFR2 - sp ezifis chen Antikorpem, wie z.B. 80M2, die Aktivitat von 
membrangebundenem TNF entfalten kann. MF TNFR2-Fas Zellen sterben nach Inkubation 
mit loslichem TNF bzw. dem scTNF in Anwesenheit eines solchen Ligand-Rezeptor Kom- 
plex-stabilisierenden Antikorpers (80M2-AK). D.h., in Gegenwart dieses Antikorpers rufen 

15 losliches TNF sowie scTNF gleichermassen einen toxischen Effekt in den MF TNFR2/FAS- 
Zellen hervor, wie dies sonst nur durch membranstandiges TNF erfolgen kann. Das als Nega- 
tivkontrolle eingesetzte Kontroll-Bakterienlysat (wie oben in Fig, 1 beschrieben) zeigte erwar- 
tungsgemaB keinen toxischen Effekt. 

20 Figuten 4 — 10 zeigen Ergebnisse verschiedener Stabilitatstests, die nachweisen, dass die er- 
findungsgemaBen scTNF Varianten aufgrund ihrer Struktur iiber eine erheblich bessere Stabi- 
litat verfugen als losliches Wildtyp-TNF, 

Es wurde sTNF bzw. die scTNF Varianten in seriimlialtigem Kixlturmediiam bei Konzentra- 
25 tionen von 3,0 bis 0,01 ng/mL bei 37°C und 5% C0 2 for unterschiedliche Zeiten inkubiert 
Im Anschluss wurde die Funktionalitat der sTNF bzw. scTNF Varianten (scTNF3x, 
scTNF4x) in Zytotoxizitats-Tests, basierend auf MF TNFRl-Fas Zellen und Kyml Zellen, 
iiberpriift. Fur diesen Zytotoxizitatstest wurden 1:3 Verdunnungen verwendet, ausgehend 
von einer 3,0 ng/ml TNF-Probe. Als Negativkontrolle wurde das in den oben beschtiebenen 
30 Zytotoxitatstests verwendete Kontroll-Bakterienlysat eingesetzt (nicht-scTNF exprimierendes 
Bakterienlysat, das identisch zu den rekombinanten scTNF-Proteinen prozessiert wurde). 
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Figut 4 zeigt die Bioaktivitat det eingesetzten Molekiile VOR den Stabilitatstests auf Maus- 
fibroblasten MF TNFRl-Fas Zellen. Es wutden losliches humanes Wildtyp-TNF (TNFhu- 
man) und scTNF Vetdunnungen fiisch angesetzt und auf den Zellen ausvetdunnt. Sowohl 
das losliche Konttoll-TNF als auch die scTNF Varianten fuhtten nach Inkubation mit den 
5 MF zu deten Zelltod. Das KonttoU-Bakterienlysat zeigte etwattungsgemaB keinen toxischen 
Effekt Die ED 50 -Werte (halbmaximale Wkkkonzenttation) lagen bei ca. 0,2 ng/ml fur das 
losliche humane Wildtyp-TNF und bei 0,1 ng/ml fut die zwei eingesetzten unterschiedlichen 
scTNF Varianten. Das als Negativkonttolle eingesetzte Konttoll-Bakterienlysat zeigte erwat- 
tungsgemaB keinen toxischen Effekt. 

10 

Figut 5 zeigt das Etgebnis eines Stabilitatstest mit Mausfibroblasten MF TNFRl-Fas Zellen. 
Die in Figut 5 gezeigten Wildtyp-TNF und scTNF Vetdiinnungen waten hietbei fut 8 Tage 
im Zellinkubatot vot Dutchfuhtung des Tests inkubiett wotden, urn die Stabilitat det Ptoben 
beutteilen 2u konnen. Es konnte eine deutliche Abnahme det Bioaktivitat des loslichen Wild- 

15 typ-TNF (TNFhuman) nach 8 Tagen bei 37°C gemessen wetden, wahtend die Aktivitat bei- 
det scTNF Varianten (scTNF3x 5 scTNF4x; Etklatung siehe oben) unvetandett blieb. Fut das 
Wildtyp-TNF etgab sich ein ED 50 -Wett von etwa 2 ng/ml (fiisch vetwendet: 0,2 ng/ml, vgl. 
Figut 4). Die scTNF Varianten blieben mit ED 50 -Wetten von ca. 0,1 ng/ml genauso aktiv 
wie die fiisch eingesetzten Ptoben (vgl. Figut 4). Das als Negativkonttolle eingesetete Kon- 

20 ttoll-Bakterienlysat zeigte etwattungsgemaB keinen toxischen Effekt. 

Figur 6 zeigt das Etgebnis eines Stabilitatstest mit Mausfibtoblasten MF TNFRl-Fas Zellen. 
Die Wildtyp-TNF und scTNF Losungen waten wie in Figut 5 etklatt jetst fut 14 Tage im 
Zellinkubatot inkubiett wotden. Es konnte eine deutliche weitete Abnahme det Bioaktivitat 

25 des Wildtyp-TNF nach 14 Tagen bei 37°C gemessen wetden, wahtend die Aktivitat det 
scTNF Varianten annahemd gleich blieb. Fur sTNF etgab sich ein ED 50 -Wett von etwa 2,8 
ng/ml (fiisch vetwendet 0,2 ng/mL, vgl. Figut 4), die scTNF Varianten blieben mit 0,13 
ng/ml fast genauso aktiv wie die fiisch angesetzten Ptoben (0,1 ng/ml, vgl. Figut 4). Das als 
Negativkonttolle eingesetzte Konttoll-Bakterienlysat zeigte etwattungsgemaB keinen toxi- 

30 schen Effekt. 
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Figur 7 zeigt das Ergebnis eines Stabilitatstest mit der humanen Zelllinie Kyml. Kyml Zel- 
len exprimieren normale humane Wildtyp TNF Rezeptoren und reagieren ebenfalls zytoto- 
xisch auf TNF. Der Versuch wurde analog zu den Stabilitatstests mit Mausfibroblasten gemaB 
Figuren 4-6 durchgefuhrt: Es wurden losliches Wildtyp-TNF bzw. scTNF Varianten 
5 (scTNF3x, scTNF4x) in serumhaltigem Medium bei Konzenttationen von 3,0 bis 0,01 
ng/mL bei 37°C und 5% C0 2 fur unterschiedliche Zeiten inkubiert. Nachfolgend wutde die 
Funktionalitat des loslichen sTNF bzw. der scTNF Varianten in Zytotxizitats-Tests auf 
Kyml-Zellen uberpriift. Ausgehend von einer 3,0 ng/mL TNF-Probe wurden 1:3 Verdiin- 
nungen fiir den Test verwendet Als Negativkontrolle wurde das oben beschriebene Kontroll- 
10 Bakterienlysat eingesetzt. Es wurden Wildtyp-TNF und scTNF Verdunnungen fdsch ange- 
setzt und eingesetzt. Das Ergebnis zeigt, dass sowohl Wildtyp-TNF als auch die scTNF Vari- 
anten starke zytotoxische Aktivitat besaBen. Die ED 50 — Werte liegen bei etwa 0,1 ng/ml fur 
das Wildtyp-TNF und bei ca. 0,06 ng/mL fur die scTNF Varianten. Das als Negativkontrolle 
eingesetzte Kontroll-Bakterienlysat zeigte erwartungsgemaB keinen toxischen Effekt. 

15 

Figur 8 zeigt das Ergebnis eines Stabilitatstest mit der humanen Zelllinie Kyml. Die Wildtyp- 
TNF und scTNF Losungen wurden hierbei fiir 16 Tage im Zellinkubator inkubiert. AnscbJie- 
Bend wurde der Kyml-Zellen Zytotoxizitats-Test durchgefiihrt. Es konnte eine deutliche 
Abnahme der Aktivitat des sTNF nach 16 Tagen bei 37°C gemessen werden, wohingegen die 
20 Toxizitat, d.h. die Bioaktivitat, der scTNF Varianten annahernd gleich blieb. Fiir Wildtyp- 
TNF ergab sich ein ED 50 -Wert von ca. 1,2 ng/ml. Die scTNF Varianten blieb en mit 0,06 
ng/ml genauso aktiv wie die frisch angesetzten Proben. Das als Negativkontrolle eingesetzte 
Kontroll-Bakterienlysat zeigte erwartungsgemaB keinen toxischen Effekt. 

25 Figur 9 zeigt das Ergebnis eines Stabilitatstest mit der humanen Zelllinie Kyml. sTNF und 
scTNF Losungen wurden hierbei fur 22 Tage im Zellinkubator inkubiert. Es konnte eine 
deutliche weitere Abnahme der Aktivitat des sTNF nach 22 Tagen bei 37°C gemessen werden 
Die scTNF Varianten waren nach wie vor stabil. Das als Negativkontrolle eingesetzte Kon- 
troll-Bakterienlysat zeigte erwartungsgemaB keinen toxischen Effekt. 

30 

Die nachfolgende Tabelle 1 zeigt die Ergebnisdaten der Stabilitatstests gemaB Figuren 7 und 
9 im Vergleich: 
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Tabelle 1: Vergleich der ED 50 -Werte aus Figuren 7 + 9 





ED S0 ftisch titriett 
(FiRur7) 


ED 50 nach 22 Tagen 
(Figur 9) 


Aktivitatsveriust 


sTNF 


0,1 ng/mL 


1,50 ng/mL 


>90% 


scTNF 


0,06 ng/mL 


0,07 ng/mL 


Kaum nachweisbar 



Figur 10 zeigt das Ergebnis eines Stabilitatstest mit der humanen Zelllinie Kyml. Es wurden 
5 Verdunnungen aus 3 ng/ml nach 16 Tagen bei 37°C austitriert. Im Gegensatz zu den vorhe- 
rigen Figuren 4 — 9 wurde in diesem Versuch eine Titrationskurve ausgehend von einer 16 
Tage gelagerten 3 ng/mL TNF-Verdunnung angefertigt, wahrend bei den vorherigen gezeig- 
ten Tittationskurven die jeweiligen Vetdiinnungen hetgestellt und dann fik die angegebene 
Zeit gelagert wuf den. Es bleibt festzustellen, dass ein Vetgleich der Daten aus Figur 8 (analo- 
10 ger Versuch mit 16 Tagen Inkubationszeit) und Figur 10 keine wesentlichen Unterschiede 
ergibt. Das als Negativkonttolle eingesetzte Kontroll-Bakterienlysat zeigte erwartungsgemaB 
keinen toxischen Effekt. 

Figur 11 zeigt das Ergebnis eines Stabilitatstests in humanem Serum. Um die Stabilitat von 
15 Wildtyp-TNF und scTNF in humanem Serum zu testen, wurde in einem ersten Versuchsan- 
sate das losliche Wildtyp-TNF und die scTNF4x Variante in 100% Serum verdxinnt und 
ftisch austtitiert. Als Ergebnis wurde fur Wildtyp-TNF ein ED 50 -Wert von 0,004 ng/ml ge- 
messen und fur die scTNF Variante ein ED 50 -Wert von 0,007ng/ml. 

20 Figur 12 zeigt das Ergebnis eines Stabilitatstests in humanem Serum. Um die Stabilitat von 
Wildtyp-TNF und scTNF in humanem Serum zu testen, wurde in einem weiteren Versuchs- 
ansatz Wildtyp-TNF und die scTNF4x Variante in 100%igen frischem nicht- 
hitzeinaktivierten Serum fur 8 Tage bei 37°C gelagert und anschlieBend auf Kyml Zellen 
austittiert. Als Ergebnis wurde fur Wildtyp-TNF ein ED S0 -Wert von 0,40 ng/ml gemessen 

25 und fur die scTNF Variante ein ED 50 -Wert von 0,03 ng/ml. Die Auswirkungen der 8-tagigen 
Lagerung in 100%igem Serum stellten sich wie folgt dar: im Vergleich zum ftisch austitrierten 
scTNF zeigte das 8 Tage gelagerte scTNF einen Aktivitatsveriust um den Faktor von ca. 4,3, 
wohingegen sich fur das losliche sTNF ein dramatischer Aktivitatsveriust um den Faktor 100 
wahrend der Lagerung in 100% Serum zeigte. Das erfindungsgemaBe scTNF zeigte im Ver- 
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gleich zum sTNF demnach eine erheblich hohere Bioaktivitat nach 8-tagiger Inkubation in 
Serum und erwies sich damit als sehr stabil in humanem Serum bei physiologischen Tempera- 
turen. 

5 In der nachfolgenden Tabelle 2 sind die Daten der Ergebnisse aus den Figuren 11 und 12 
noch einmal zur Verdeutlichung aufgefuhrt. 



Tabelle 2: Vergleich der ED 50 -Werte aus Figuren 11 + 12 





ED 50 ftisch titriett 
(Figuf 11) 


ED 50 nach 8 Tagen 
(Fi*ur 12) 


Aktivitatsvetlust 


LoshchesTNF 


0,004 ng/mL 


0,40 ng/mL 


lOOfach 


Single chain TNF 


0,007 ng/mL 


0,03 ng/mL 


4,3fach 



10 Figur 13 zeigt das Ergebnis einer Analyse durch Polyacrylamid-Gelelektrophorese unter re- 
duzierenden und denaturierenden Bedingungen. Dargestellt ist ein Silbergel von aufgereinig- 
tem Wildtyp-TNF und den aufgereinigten scTNF Varianten scTNF3x und scTNF4x. Die 
Proben wurden jeweils mit B-Mercaptoethanol (final 5%) bei 95°C fur 5 min inkubiert. Auf 
das Silbergel wurden ca. 500 ng sTNF und scTNF4x und ca. 150 ng scTNF3x pro Spur auf- 

15 getragen. Das Ergebnis des Silbergels der in einem 15%igem SDS-PAGE aufgetrennten 
scTNF Varianten zeigt, dass beide scTNF-Varianten auch unter reduzierenden Bedingungen 
ein Molekulargewicht von ca. 50 kDa aufwiesen, das mit ihrer Struktur iibereinstimmt. Fest- 
zustellen ist auch, dass die unter schiedlichen Mengen der aufgetragenen Proteine scTNF3x 
und scTNF4x keinen Einfluss auf das Ergebnis hatten. Dies belegt die Stabilitat der erfin- 

20 dungsgemaBen Proteine bzw. Polypeptide unter reduzierenden und denaturierenden Bedin- 
gungen. Das Ergebnis fur sTNF hingegen zeigt, dass das Protein in seine Monomere von ca. 
17 kDa zerfallt. 

Figut 14 zeigt das Ergebnis eines Stabilitatstest unter reduzierenden und denaturierenden 
25 Bedingungen. In diesem Versuchsansatz wurde ein Western Blot der in einem 15%igem SDS- 
PAGE aufgetrennten Proben von Wildtyp-TNF und den scTNF Varianten scTNF3x und 
scTNF4x durchgefuhrt. Es wurden zwei parallele Ansatze durchgefuhrt, bei denen die Pro- 
ben in einem Ansatz jeweils mit B-Mercaptoethanol (final 5%) bei 95°C fur 5 min inkubiert 
wurden, wahrend in dem anderen Ansatz keine B-Mercaptoethanol Inkubation erfolgte. Die 
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Detektion nach dem Lauf der Elektrophorese erfolgte mit einem AntiTNF-Antikorper. Als 
Ergebnis ist zu erkennen, dass der Antikorper das Protein beider scTNF Varianten in deutli- 
chen Banden bei ca. 50 kDa spezifisch detektierte. Fur Wildtyp-TNF wurden das Protein bei 
ca. 17 kDa spezifisch detektierte. Dieses belegt wiederum die Stabilitat der erfindungsgema- 
5 Ben scTNF3x und scTNF4x Varianten unter reduzierenden und denatutierenden Bedingun- 
gen und deckt sich ebenfaUs erwartungsgemaB mit den Ergebnissen aus Figur 13. 

Figur 15 zeigt das Ergebnis eines IkappaB-Degradations-Assays. IkappaB (I-kB) ist ein Inhi- 
bitor des Transkriptionsfaktors Nuklearer Faktor kappa B (NF-kB), der bekanntermaBen 

10 dutch TNF der Degradierung zugefuhrt wird, wodurch NF-kB aktiviert wird. Fur den Nach- 
weis der Degradation von I-kB wxorden Zell-Lysate 0, 30 und 60 Minuten nach Stimulierung 
mit jeweils 10 ng/ml Wildtyp-TNF 3 scTNF3x und scTNF4x hergestellt und nachfolgend im 
Western-Blot mit I-KB-spezifischen Antikorpern analysiert. Das Ergebnis zeigt, dass die tran- 
siente Degradation von I-kB sowohl von Wildtyp-TNF als auch von beiden scTNF Varianten 

15 induziert wurde ? wobei das Reaktionsverhalten der scTNF Varianten dem des Wildtyp-TNF 
entsprach. Das als Negativkontrolle eingesetzte Kontroll-Bakterienlysat (wie oben beschrie- 
ben ein nicht-scTNF exprimierendes Bakterienlysat, das identisch zu den rekombinanten 
scTNF-Proteinen prozessiert wurde) zeigte erwartungsgemaB keinen Effekt auf die I-kB- 
Degradation. 

20 

Figttt 16 zeigt das Ergebnis eines JNK-Assays. JNK (c-jun N-terminale Kinase) ist eine 
Stress-induzierte Kinase, welche durch TNF bekanntermaBen sehr stark aktiviert wird. Nach 
Stimulierung von Kym-1 Zellen fur 0, 30 bzw. 60 Minuten mit jeweils 10 ng/ml Wildtyp- 
TNF, scTNF3x und scTNF4x wurden Zell-Lysate hergestellt und die JNK-Aktivitat iiber 

25 Immvinoprazipitation der JNK mit JNK-spezifischen Antikorpern und nachfolgendem Kina- 
se-Assay mit GST c-Jun als Substrat uberpriift. Das als Negativkontrolle eingesetzte Kontroll- 
Bakterienlysat (wie oben bescktieben) zeigte erwartungsgemaB keine Aktivierung der JNK- 
Kinase. Das Ergebnis zeigt, dass eine Aktivierung von JNK sowohl durch beide scTNF Vari- 
ante als auch Wildtyp-TNF erfolgte, wobei das Reaktionsverhalten der scTNF Varianten dem 

30 des Wildtyp-TNF entsprach. 
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Figur 17 zeigt das Ergebnis eines Electrophoretic Mobility Shift Assays (EMS A). Einen wei- 
teren typischen Nachweis fur die Aktivitat von TNF stellt die nach erfolgter Induktion der I- 
KB-Degradation ablaufende Translokation des Transkriptionsfaktors NF-kB in den Zellkern 
dar. Dazu wurden Zellkempraparationen von nidit-stimulierten KYM-1 Kontrollzellen (Null 
5 Minuten StimuHerung) bzw. von stimulierten Zellen (30 und 60 Minuten Stimulierung) herge- 
stellt. Die Stimulierung der Zellen erfolgte jeweils mit Wildtyp-TNF, scTNF3x und scTNF4x. 
Der in den Zellkern translozierte Transkriptionsfaktor NF-kB wurde mit Hilfe von NF-kB - 
spezifischen, radioaktiv markierten Oligonukleotiden nachgewiesen. Das Ergebnis zeigt, dass 
NF-kB in den Zellkern transloziert wurde. Dabei entspricht das Reaktionsverhalten der 
1 0 scTNF Varianten dem des Wildtyp-TNF. 

Figut 18 zeigt ein beispielliaftes Konstruktschema der erfindungsgemaBen Polypeptide, dar- 
gestellt anhand von TNF (als ein Mitglied der TNF-Ligandenfamilie). Die Bezeichunungen 
haben die folgenden Bedeutungen: 

15 

die Konstrukte AI/AII und BI/II weisen eine optirnierte Codonusage fur die Expression der 
Proteine in E.co£ auf, und stellen Molekule dar, die mit jeweils GlyGlyGlySer-Dreifachlinker 
bzw. Vierfachlinker verkniipft sind. AUe Molekule tragen N-terminal einen Histidin-tag zur 
leichteren Anreinigung, die Molekule BI/BII tragen zusatzlich eine kurze Arninosaurenkette 
20 mit einem Cysteinrest zur gerichteten kovalenten Verknupfung. 

die Konstrukte C bis H sind geeignet fur die Expression der Proteine in eukaryontischen Zel- 
len, sie tragen N-terrninal entsprechende Leitpeptidsequenzen. 

25 sc = ist die Abkurzung fur single chain, 

cys = bezeichnet einen N-terrninalen Peptidlinker mit internem Cystein fur eine kovalente 
Kopplung, 

30 LI j ong bzw. L2 , ong = bezeichnet die Linker 1 bzw. 2, jeweils mit der Arninosauresequenz 
(GGGS-GGGS-GGGS-GGGS) bzw. (GGGS) 4> 
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LI short bzw. L2 short = bezeichnet die Linker 1 bzw. 2 jeweils mit der Aminosauresequenz 
(GGGS-GGGS-GGGS) bzw. (GGGS) 3> 

Leitpeptidsequenz = ist die Aminosauresequenz fur die Sekretion des Proteins aus eukaryon- 
tischen (Wirts-)Zellen. 

scFv40 = steht fur die Sequenz des Einzelketten (scFv)-Antik6rperfi:agmentes 40, das spezi- 
fisch fur das Tumorstroma-Antigen FAP ist, 

AMAIZe = ist die Abkurzung fur "Antibody-Mediated Apoptosis Inducing Zytokine" und 
His/Flag-Tag = steht fur die Peptidsequenz zur Affinitatsreinigung der exprknierten Proteine 

Figur 19 zeigt die Nukleiasauresequenz und die korrespondierende Arninosauresequenz von 
scTNF-L short (Konstrukt A-E) 
Merkmale Konstrukt A-II 

• His-Tag Peptidsequenz zur Affinitatsreinigung des gebildeten Proteins: Aminosauren 
(nachfolgend in Figuren 19 bis 26 mit „AA" abgekurzt) AA 5-10, Nuldeotid (nachfolgend 
in Figuren 19 bis 26 mit „NT" abgekurzt) NT 13-30 

• Sequenz des humanen TNF Moduli (extrazellulare Domane, AA 79-181, des naturlichen, 
humanen TNF Molekuls, Sequenz mit optimierter E.coli Codonverwendung): AA 11-169, 
NT 31-507 

• Sequenz des (GGGS) 3 -Lbker 1 : AA 170-181, NT 508-543 

• Sequenz des humanen TNF Modul2 (extrazellulare Domane, AA 79-181, des naturlichen, 
humanen TNF Molekuls, Sequenz mit optimierter E.coli Codonverwendung): AA 182- 
335, NT 544-1005 

• Sequenz des (GGGS) 3 -Iinker2: AA 336-347, NT 1006-1041 
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• Sequenz des humanen TNF Modul3 (extrazellulare Domane, AA 79-181, des naturlichen, 
humanen TNF Molekuls, Sequenz mit optimierter E.coli Codonverwendung): AA 348- 
501, NT 1042-1503 

• Stopcodon: NT 1 504-1 506 

Figur 20 zeigt die NuHeinsauresequenz und die korrespondierende Aminosauresequenz von 
cys- scTNF-L short (Konstrukt B-II) 
Merkmale Konstrukt B-II 

• Aminosaure Cystein fur kovalente Kopplung: AA 9, NT 25-27 

• His-Tag Peptidsequenz zut Affinitatsteinigung des gebildeten Proteins: AA 15-20, NT 43- 
60 

• Sequenz des humanen TNF Moduli (extrazellulate Domane des naturlichen, humanen 
TNF Molekuls, Sequenz mit optimierter E.coli Codonverwendung): AA 21-181, NT 61- 
543 

• Sequenz des (GGGS) 3 -Linkerl: AA 182-193, NT 544-579 

• Sequenz des humanen TNF Modul2 (extrazellulare Domane des naturlichen, humanen 
TNF Molekuls, Sequenz mit optimierter E.coli Codonverwendung): AA 194-347, NT 
580-1041 

• Sequenz des (GGGS) 3 -Linker2: AA 348-359, NT 1042-1077 

• Sequenz des humanen TNF ModuB (extrazellulare Domane des naturlichen, humanen 
TNF Molekuls, Sequenz mit optimierter E.coli Codonverwendung): AA 360-513, NT 
1078-1539 

• Stopcodon: NT 1540-1542 



Figur 21 zeigt die Nukleinsauresequenz und die korrespondierende Aminosauresequenz von 
scFasL (Konstrukt C) 
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Merkmale Konstrukt C 

• Leitpeptidsequenz fur Sekretion des Proteins in eukaryontischen Zellen: AA1-15, NT 1- 
45 

• Flag Tag Peptidsequenz zux Affkdtatsreinigung des gebildeten Proteins: AA 19-26, NT 
5 55-78 

• Sequenz des humanen FasL Moduli (extrazellulare Domane AA 139-281 des naturlichen, 
humanen FasL Molekuls): AA 30- 173, NT, 90-519 

• Sequenz des (GGGS) 4 -Linkerl : AA 174-189, NT 520-567 

• Sequenz des humanen FasL Modul2 (extrazellulare Domane AA 139-281 des natudichen, 
1 0 humanen FasL Molekuls): AA 190- 332, NT 568-996 

• Sequenz des (GGGS) 4 -Linker2: AA 333-348, NT 997-1044 

• Sequenz des humanen FasL ModuB (extrazeHulare Domane AA 139-281 des natiirlichen, 
humanen FasL Molekuls): AA 349-491, NT 1045-1473 



15 



• Stopcodon:NT 1474-1476 

Figur 22 zeigt die Nukleinsauresequenz und die korrespondierende Aminosauresequenz von 
scTRAIL (Konstrukt D) 
Merkmale Konstrukt D 

• Leitpeptidsequenz fur Sekretion des Proteins in eukaryontischen Zellen: AA 1-15, NT 1- 
20 45 

• Flag Tag Peptidsequenz zur Affinitatsreinigung des gebildeten Proteins: AA 19-26, NT 
55-78 

• Sequenz des humanen TRAIL Moduli (extrazellulare Domane AA95-281 des naturKchen, 
humanen TRAIL Molekuls): AA 30-216, NT 88-648 

25 • Sequenz des (GGGS) 4 -Iinkerl: AA 217-232, NT 649-696 

• Sequenz des humanen TRAIL Modul2 (extrazellulare Domane AA95-281 des natiirlichen, 
humanen TRAIL Molekuls): AA 233-419, NT 697-1257 
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• Sequenz des (GGGS) 4 -Linker2: AA 420-435, NT 1258-1305 

• Sequenz des humanen TRAIL ModuB (extrazellulare Domane AA95-281 des natiirlichen, 
humanen TRAIL Molekiils): AA 436-622, NT 1306-1866 

• Stopcodon: NT 1 861-1 863 



Figur 23 zeigt die Nuldeins autre s equenz und die korrespondierende Aminosauresequenz von 
scTNF (Konstrukt E) 
Merkmale Konstrukt E 

Leitpeptidsequenz fur Sekretion des Proteins in eukaryontischen Zellen: AA 1-15, NT 1- 



10 45 

• Flag Tag Pepttdsequenz zur Affinitatsreinigung des gebildeten Proteins:: AA 19-26, NT 
55-78 

• Sequenz des humanen TNF Moduli (extrazellulare Domane des natiirlichen, humanen 
TNF Molekiils): AA30-184 , NT 88-552 

15 • Sequenz des (GGGS) 4 -Iinkerl: AA 85-200, NT 553-600 

• Sequenz des humanen TNF Modul2 (extrazellulare Domane des natiirlichen, humanen 
TNF Molekiils): AA 201-355, NT 601-1065 

• Sequenz des (GGGS) 4 -Linker2: AA 356-371, NT 1066-1113 

• Sequenz des humanen TNF ModuB (extrazellulare Domane des natiirlichen, humanen 
20 TNF Molekiils): AA 372-526, NT 1114-1581 

• Stopcodon: NT 1799-1581 



Figuf 24 zeigt die Nukleinsauresequenz und die korrespondierende Aminosauresequenz von 
scFasL-AMAIZe (Konstrukt F) 
25 Merkmale Konstrukt F 

• Leitpeptidsequenz for Sekretion des Proteins in eukaryontischen Zellen: AA 1-19, NT 1- 
57 
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• Sequenz des Einzelketten (scFv)-Antik6tpei:£tagmentes 40 spezifisch fur das Tumors tro- 
ma-Antigen FAP: AA 20-267, NT 58-801 

• Flag Tag Peptidsequenz zur Affiiutatsreioigung des gebildeten Proteins: AA278-285, NT 
832-855 

• Sequenz des humanen FasL Moduli (extrazellulare Domane, AA 139 -281, des naturli- 
chen, humanen FasL Molekiils): AA 290-432, NT 868-1296 

• Sequenz des (GGGS) 4 -Linkerl: AA 433-448, NT 1297-1344 

• Sequenz des humanen FasL Modul2 (extrazellulare Domane, AA 139-281, des naturli- 
chen, humanen FasL Molekiils): AA 449-591, NT 1345-1773 

• Sequenz des (GGGS)4-Linker2: AA 592-607 , NT 1774-1821 

• Sequenz des humanen FasL ModuB (extrazellulare Domane, AA 139-281, des naturli- 
chen, humanen FasL Molekiils): AA 608-750, NT 1822-2250 

• Stopcodon: NT 2251-2253 

Figut 25 zeigt die Nukleinsauresequenz und die korrespondierende Aminosauresequenz von 
scTRAIL-AMAIZe (Konstrukt G) 
Merkmale Konstrukt G 

• Leitpeptidsequenz fur Sekretion des Proteins in eukaryontischen Zellen: AA 1-19, NT 1- 
57 

• Sequenz des Einzelketten (scFv)-Antik6rperfragmentes 40 spezifisch fur das Tumorstro- 
ma-Antigen FAP: AA 20-267, NT 58-801 

• Flag Tag Peptidsequenz zur Affinitatsreinigung des gebildeten Proteins: AA278-285, NT 
832-855 

• Sequenz des humanen TRAIL Moduli (extrazellulare Domane, AA95-281, des naturli- 
chen, humanen TRAIL Molekuls): AA 289-475, NT 865-1426 

• Sequenz des (GGGS) 4 -Iinkerl : AA 476-491, NT 1427-1476 

• Sequenz des humanen TRAIL Modul2 (extrazellulare Domane, AA95-281, des natiirli- 
chen, humanen TRAIL Molekuls): AA 492-678, NT 1477-2034 
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• Sequenz des (GGGS)4-Linker2: AA 679-694, NT 2035-208 

• Sequenz des humanen TRAIL ModuB (extrazellulare Domane, AA95-281, des natiirli- 
chen, humanen TRAIL Molekiils): AA 695-, NT 2083-2643 

• Stopcodon: NT 2644-2646 

Figur 26 zeigt die NuHeinsauresequenz und die korrespondierende Aminosautesequenz von 
scTNF-AMAlZe (Konstrukt H) 
Merkmale Konstrukt H 

• Leitp ep tids equenz fur Sekretion des Proteins in eukaryontischen Zellen: AA 1-19, NT 1- 
57 

• Sequenz des Einzelketten (s cFv) -Antikorp erfragmentes 40 spezifisch fur das Tumorstro- 
ma-Antigen FAP: AA 20-267, NT 58-801 

• Flag Tag Peptidsequenz zur Affinitatsreinigung des gebildeten Proteins:: AA 278-285, NT 
832-855 

• Sequenz des humanen TNF Moduli (extrazellulare Domane, AA 79-181, des natiirlichen, 
humanen TNF Molekuls): AA 289-443, NT 865-1329 

• Sequenz des (GGGS) 4 -Iinkerl: AA 444- , NT 1330-1377 

• Sequenz des humanen TNF Modul2 (extrazellulare Domane, AA 79-181, des natiirlichen, 
humanen TNF Molekuls): AA 460-614, NT 1378-1842 

• Sequenz des (GGGS) 4 -Linker2: AA 615-630 , NT 1843-1890 

• Sequenz des humanen TNF ModuB (extrazellulare Domane, AA 79-181, des natiirlichen, 
humanen TNF Molekuls): AA 631-785, NT 1891-2353 

• Stopcodon: NT 2356-2358 

Figur 27 zeigt die Pharmakoldnetik von humanem Wildtyp-TNF und humanem scTNF (vgl. 
Beispiel 2). Die Daten in Figur 27 zeigen einen klaren Anstieg der in vivo Halbwertszeit der 
scTNF Varianten. Es wird fur scTNF damit gegeniiber TNF eine deutlich erhohte Wir- 
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kungsdauer in vivo erwartet, was damit den Wert von scTNF, inshesondere von scTNF-L 2> 
als potentielles Therapeutikum unterstreicht. 

Figur 28 zeigt kovalent an Partikel (Silica) gekoppeltes CysHis-scTNF. Dieses kovalent ge- 
koppelte CysHis-scTNF ist bioaktiv mid besitzt die besondete Aktivitat von membrangebun- 
denem TNF, i.e. es aktiviert TNFR2. Figut 28 zeigt , daB Zellen aus Mausfibroblasten, die 
mit dem Konstrukt TNFR2-Fas transfiziert sind und mit seriellen Verdiinnungen der angege- 
benen Reagenzien behandelt wurden, vollig resistent gegen losliches wtTNF sind. Nach kova- 
lenter Kopplung von reduziertem CysHis-scTNF an Silica- Mcropartikel (beads) nach etab- 
lierten Protokollen (DPA 2001, Nr. DE10144252) bewirken diese eine starke zytotoxische 
Antwort (Kreis), ahnlich wie eine Positivkontrolle bestehend aus CysHis-scTNF und einem 
TNFR2 vernetzenden Antikorper, mAk 80M2 (Dreieck). Nicht gekoppletes Cys-His scTNF 
zeigt erwattungsgemaB keine Aktivitat auf TNFR2 positiven Zellen (Quadrate). 

Die vorliegende Erfindung wird nachfolgend durch die Beispiele illustriert: 

Beispiele 

Beispiel 1: Herstellung verschiedener erfindungsgemaBer Polypeptid-Konstrukte 

Alle Klonierungen wurden nach Standardprotokollen durchgefuhrt. Im Folgenden werden die 

Bedingungen dieser aufgefuhrt 

Standard-PCR: 

60 ng Template, 0,5 ul 100 uM Primer, 1 ul 10 mM dNTPs sowie 5ul lOx Puffer und 2 U 
Taq-Polymerase wurden in einem Reaktionsvolumen von 50 ul mit folgendem PCR- 
Programm amplifiziert. Denaturierung: 94°C 3 min; 15 Zyklen: Denaturierung 94°C 30s, An- 
nealing 55°C 30s, Elongation 72°C 90s; finale Elongation: 72°C 7 min. 
Verdau von PCR Produkten: 

Das PCR-Produkt wurde iiber ein Agarose Gel aufgereinigt und eluiert und nachfolgend mit 
den jeweiligen Restriktionsenzymen (s. genaue Angaben) in einem 40 ul Reationsansatz bei 
optimaler Spalttemperatur (wird vom Hersteller angeben) fur 2 Stunden verdaut. 
Verdau von Vektoren: 
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ljug Vektor wurde mit 5U der entsprechenden Resttiktionsenzyme in einem 20 |ul Reaktion- 
volumen fur 2 Stunden bei optimaler Spalttemperatur (diese ist abhangig vom verwendeten 
Enzym und wird vom Hersteller angegeben) verdaut. Zur Dephosphorylierung von Vektoren 
wurde 10 U Alkalische Phosphatase fur 1 Stunde zu dem Reaktionsverdau gegeben. 
5 .Jill in"-Reaktion: 

Der Ansatz eines Vektorverdaus wurde mit 33 juM dNTPs und 1U/ ljug DNA Klenow- 
Fragment der DNA-Polymaerase I versetzt und 15 min bei 25°C inkubiert. Diese Reaktion 
wurde mit 10 mM EDTA fur 20 min bei 75°C gestoppt. 
Ligation: 

10 Vektor und Insert wurden in einem molaren Verhaltnis von 1:5 zusammen mit 400 U Ligase 
in einem 10 jlxI Volumen iiber Nacht bei 16°C ligiert. 

1. Herstellung von scTNF human (scTNF) mit vier- oder dreifach Iinkem: 

Es wurden zwei scTNF Varianten hergestellt, die sich durch die Lange des Peptid-Linkers 
15 zwischen den einzelnen Modulen unterscheiden. Es wurden Primer mit 4fach bzw. 3fach 
Peptid-Linker-Sequenz eingesetzt: Linker long mit (GGGS) 4 - oder Iinker short mit (GGGS) 3 - 
Sequenz. Die erzeugten Konstrukte enthielten demnach entweder nur zwei 4fach linker (LI 
oder L2 mit (GGGS) 4 - als „k> n g" bezeichnet) oder nur zwei 3-fach Linker (LI oder L2 mit 
(GGGS) 3 - mit „short" bezeichnet). 

20 1. Mit den Primern V und I bzw. II (fur Linker long ) und dem pQE-9 Vektor mit einem TNF 
Modul (pQE9-HisTNF) als Template wurde eine Standard-PCR durchgefiihrt Der Vek- 
tor tragt eine His Tag Sequenz zur spateren Affinitatsaufreinigung des produzierten Pro- 
teins. 

2. Das erhaltene PCR-Produkt I wurde nachfolgend mit 20 U der jeweiligen Restriktionsen- 
25 zyme StuI und Hindlll bei 37°C verdaut. Der gleiche Verdau sowie eine Dephosphory- 

lierungsreaktion wurde mit dem pQE9-HisTNF Vektor durchgefiihrt und durch eine Li- 
gation das PCR-Produkt I in den pQE9-HisTNF Vektor eingebracht Ergebnis dieses 
Schrittes war ein His Tag - TNF Moduli mit einem Iinkerl short wlong . bzw. folgendes 
Konstrukt im pQE9-Vektor: 
30 EcoRI- His Tag - TNF Moduli -Linkerl 8hortb2w . long - BamHI 
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3. Uber eine weitere PCR mit den Primem III und I bzw. II (fur Iinker long ) und dem pQE9- 
HisTNF Vektor als Template wurde das PCR-Produkt II erzeugt. Das PCR-Produkt II 
wurde nachfolgend mit jeweils 20 U der Restriktionsenzyme EcoRI und Hindlll geschnit- 
ten und in den pQE9-HisTNF Vektor, der mit den gleichen Enzymen geschnitten und 

5 dephosphoryliert wurde, eingebracht. Ergebnis dieser Klonierung war ein pQE9-Vektor, 

der wie folgt aussah: 

TNF Modul2- Linker2 shortWlong - BamHI 

Dieses Konstrukt tragt keine Sequenz fur einen His-Tag vor der TNF Sequenz. 

4. Das klonierte PCR-Produkt II aus Schritt 3 wurde zunachst mit dem Restriktionsenzym. 
10 Hind III und nachfolgend partiell mit BamHI (1 U/ug DNA) aus dem Vektor herausge- 

schnitten Der pQE9-His Tag TNF Moduli -Linker l shortbzw , , ong Vektor wurde ebenfalls mit 
den Restriktionsenzymen BamHI und Hindlll sequentiell geschnitten, dephosphoryliert 
und das PCR-Produkt II in diesen Vektor ligiert. Ergebnis war ein pQE9-Vektor mit fol- 
gendem Konstrukt: 

15 His Tag - TNF Moduli -Linkerl shortb2w long -TNF Modul2 -Linker2 8hortb2w long . 

5. Mit dem pQE9-HisTNF -Vektor als Template und den Primem III und IV wurde eine 
weitere PCR unter Standardbedingungen durchgefuhrt und das erhaltene PCR-Produkt 
III mit den Restriktionsenzymen BamHI (40U) und Hindlll (40U) sequentiell verdaut. 
Dieses Fragment wurde dann in einen pBluescript SKII Vektor, der ebenfalls mit den Re- 

20 striktionsenzymen BamHI und Hindlll geschnitten wurde, ligiert. Ergebnis dieser Klo- 

nierung war ein pBluescript SKII Vektor, der das TNF Modul 3 ohne linker enthalt 

6. Der pQE9- Vektor mit dem His Tag - TNF Moduli -Linkerl 8hort w long -TNF Mo- 
dul2 -Linker2 8hort bJBWt long Konstrukt wurde mit dem Restriktionsenzym EcoRI geschnit- 
ten, anschheBend wurde dieser Vektor mit dem Klenow-Fragment der DNA-Polymerase 

25 I aus E. coli behandelt, um ein „fill in" vorzunehmen. Nach diesem Schritt wurde ein par- 

tieller Restriktionsverdau mit dem Enzym BamHI (1 U/ jug DNA) durchgefuhrt. 

7. Parallel zum Schritt 6. wurde der pBluescript SKII Vektor, der das TNF Modul 3 enthalt, 
mit dem Restriktionsenzym Xbal geschnitten, anschlieBend wurde dieser Vektor mit dem 
Klenow-Fragment der DNA-Polymerase I aus E. coli behandelt, um ein „fill in" vorzu- 

30 nehmen. Nach diesem Schritt wurde ein zweiter Restriktionsverdau mit dem Enzym 

BamHI unter Standardbedingungenmit zusatzlicher Dephosphorylierung durchgefuhrt. 
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8. Das dutch den Resttiktionsverdau erhaltene Fragment aus Schritt 6. wurde nachfolgend 
in den im Schritt 7 generierten linearem Vektor ligiert. Die Konstrukte lagen in reverser 
Anordnung wie folgt gezeigt vor: 

HindHI- TNF ModuB- Linker2 shortW . long -TNF Modul2-Iinkerl shortW . long -TNF Moduli- 
5 His Tag -EcoRI 

9. Das reverse liegende TNF- Konstrukt aus Schritt 8. wurde mit den Restriktionsenzymen 
EcoRI und HindHI aus dem pBluesctipt SKII Vektor herausgeschnitten und in dem mit 
den gleichen Enzymen behandelten sowie dephosphorylierten pQE9-HisTNF Vektor li- 

1 0 giert. Hierdurch entstand folgendes Konstrukt mit dem vollstandigen scTNF in korrekter 

Orientierung: 

EcoRI- His Tag-TNF Modull-Linkerl 8hortb2w long -TNF Modul2- Linker2 shortb2w . Iong - 
TNF Modul3- HindHI 

15 10. Zur Herstellung eines scTNF mit einem N-terminalen Cystein wurden die Oligos cys- 

scTNF VI und VII annealed (je 20 ul lOOuM Oligo VI bzw VII wurden zusammen fur 5 
min bei 95°C erhitzt und langsam auf Raumtemperatur abkuhlen lassen) und so das Oli- 
go 1 gebildet Es wurde das Konstrukt aus Punkt 9 mit den Restiktionsenzymen EcoRI 
und Bbsl verdaut und das Oligol, welches iiber die gleichen Schnittstellen verfiigt, in den 

20 Vektor ligiert. . Alternativ wurde das Cystein iiber PCR-Mutagenese eingefiigt. 

Ergebnis dieser Klonierung war folgendes Konstrukt: 

EcoRI- Cystein - His Tag - TNF Modull-Linkerl shortb2w long - TNF Modul2- Lin- 
ker2 8hortb2w long - TNF ModuB- HindHI 

25 Alle Konstrukte wurden mittels Sequenzierung verifiziert 

Die Expression erfolgte im E.coli Stamm XL-1 blue. Die Aufreinigung der exprimierten 
scTNF Varianten erfolgte mit Hilfe chromatographischer Methoden (His Tag Affinitas- und 
Anionenaustauscherchromatographie) . 



30 



Nachfolgend werden die Sequenzen der verwendeten Primer angegeben: 
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Peptid-Linker Sequenzen auf Protein ebene 

3fach GGGS-Linker (short) = (GGGS) 3 : GGGS GGGS GGGS 

4fach GGGS-Linker (long) = (GGGS) 4 : GGGS GGGS GGGS GGGS 

5 

Peptid-Linker Sequenzen auf Nukleotidebene 

3fach GGGS-Linker (short): 5 'GGT GGC GGT TCT GGT GGC GGT TCT GGT GGC 
GGATCC3' 

1 0 4fach GGGS-Linker (long): 5 'GGT GGC GGT TCT GGT GGC GGT TCT GGT GGC 
GGT TCT GGT GGC GGA TCC3 S 

Primer fur die Klonierungen 

15 scTNF Primer I 

5'- TCG ATT AAG CTT CCC GGG GGA TCC GCC ACC AGA ACC GCC ACC AGA 
ACC GCC ACC CAG AGC GAT GAT ACC GAA GTA AAC CTG ACC -3' 

scTNF Primer II 

20 5'- ATC GAT TAA GCT TCC CGG GGG ATC CGC CAC CAG AAC CGC CAC CAG 
AAC CGC CAC CAG AAC CGC CAC CCA GAG CGA TGA TAC CGA AGT AAA CCT 
GAC C -3' 

scTNF Primer III 

25 5'- CCC CGA ATT CGG ATC CTC TTC TCG TAC CCC GTC TGA CAA ACC G -3* 
scTNF Primer IV 

5'- GGG GGG GAA GCT TAT CGA TAG TTA GAT ATC ATC ACA GAG CGA TGA 
TAC CGA AG -3' 

30 

scTNF Primer V 

5"- CCT GTA CCT GAT CTA CTC CCA GGT TCT GTT CAA AGG CCA GG -3* 
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Oligo fur CysHis-Insertion : 
cys-scTNF Primer VI 

AAT TCA TTA AAG AGG AGA AAT TAA CTA TGG GAG AGC TCA TCG AAG 
5 GTC GCT GCG CCG GTG GAT CTG GTC ATC ATC ATC ACC ATC ACG GCT CAG 
ACGG 

cys-scTNF Primer VII 

CGC TCC GTC TGA GCC GTG ATG GTG ATG ATG ATG ACC AGA TCC ACC 
1 0 GGC GCA GCG ACC TTC GAT GAG CTC TCC CAT AGT TAA TTT CTC CTC TTT 
AAT G 

II. Herstellung von scFasL in pcDNA3 und AMAIZe-Konstrakte: 
1 5 Fur nachfolgende Klonierungen wurden die unter Beispiel 1 angegebenen Standardbedingun- 
gen verwendet. 

A. Generierung vom HA-Signal in pcDNA3 

1. Verdau des pcDNA3-Vektors mit Kpnl und Notl. 

20 2. Herstellung des HA-Oligo mit KpnI-HA-Signal-Notl-Sequenz uber Annealing der Primer 
HA-IF und HA-IIR fur Leitpetidsequenz: 

3. Ligation des HA-Oligos (enthalt Kpnl und Notl- Schnittstelle) in den pcDNA3-Vektor 

B. Herstellung des scFasL im pcDNA3(4-)- Vektor 

25 1 . PCR mit Primer FasL#lF und FasL#2R auf Template FasL-AMAIZE-Vektor. Die Her- 
stellung dieser Art von Konstrukten werden in der Patenanmeldung DE 10045591.3 be- 
schrieben, die hiermit vollinhaltHch zum Offenbarungsgehalt der vorliegenden Erfindung 
gemacht wird. Produkt dieser PCR 1 war ein Notl - Flag Tag - FasL Modull-Linkerl- 
BamHI-Xbal Konstrukt. 

30 2. Uber die Notl und Xbal Restriktionsschnittstelle wurde dieses Konstrukt in den mit den 
gleichen Enzymen verdauten pcDNA3-HA Sequenz Vektor kloniert, so dass folgendes 
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HA Sequenz - Flag Tag - FasL Moduli - Linkerl - BamHI - Xbal 

3. Mit Hilfe einer weiteren PCR auf dem Template FasL-AMAIZE Vektor und den Primern 
FasL#3 und FasL#l wurde folgendes PCR-Produkt 2 generiert: 

5 blunt end- FasL Modul2 - Linker2 - BamHI - Xbal 

4. Im nachsten Schritt wurde der pcDNA3 Vektor aus Punkt 2 mit BamHI verdaut, diese 
Schnittstelle mit dem Klenow Enzym aufgefullt und nachfolgend mit Xbal geschnitten, 
so dass ein „blund end" und ein „sticky end" entstand. In diesen so modifizierten Vektor 
wurde anschlieBend das PCR-Produkt 2 kloniert, wodurch folgendes Konstrukt gebildet 

1 0 wurde: 

HA Sequenz - Flag Tag - FasL Moduli - Linkerl-Fasl Modul2- Linker2- BamHI - 
Xbal 

5. Fur das ddtte Modul wurde eine weitere PCR mit dem Template FasL-AMAIZE Vektor 
und den Primern FasL#4 und FasL#5 durchgefuhrt. Das gebildete PCR-Produkt wurde 

1 5 anschlieBend mit den Restriktionsenzymen BamHI und Xbal verdaut und in den mit den 

gleichen Enzymen geschnitten Vektor aus Punkt 4 ligiert. Resultat dieser Klonierung war 
folgendes Konstruk im pcDNA3 Vektor: 

HA Sequenz - NotI - Flag Tag - FasL Moduli - Linkerl-FasL Modul2~ Linker2- 
FasL ModuB - stop -Xbal. 

20 

Fur die Herstellung der scFasL- bzw. scTNF-AMAIZe Konstrukte wurden die jeweiligen 
scFasL bzw. scTNF mit den Restriktionsenzymen NotI bzw. EcoRI und Xbal verdaut und 
die Inserts als Kassette in die entsprechenden AMAlZe-Vektoren (siehe Patentanmeldung 
DE 10045591.3) eingefiigt, wobei diese Vektoren ebenfalls mit den Enzymen NotI bzw. E- 
25 coRI und Xbal geschnitten wurden. Hieriiber wurden folgende Konstrukte hergestellt: 

Leitpeptid-scFv40-Flag Tag- FasL Modull-Linketl-FasL Modul2-Linker2- FasL Mo- 
duB 

Leitpeptid-scFv40-Flag Tag- TNF Modull-Linkerl-TNF Modul2-Linket2- TNF Mo- 
duB 



30 
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Nachfolgend weirden die Sequenzen der verwendeten Primer angegeben: 
FasL#lR: 

5'ATCGATTTCTAGACCCGGGGGATCCGCCACCAGAACCGCCACCAGAACCGCC 
5 ACCAGAACCGCCACCGAGCTTATATAAGCCGAAAAACGTCTGAGATTC3 ' 

FasL#2F: 

5 'GGGGTAGCGGCCGCGCTGTCGACGATTACAAAGAC3 ' 

10 FasL#3F: 

5 ' AGAAAAAAAGGAGCTGAGGAAAGTGG3 v 

FasL#4F: 

5 'GGGGCGGATCCGAAAAAAAGGAGCTGAGGAAAGTGG3 ' 

15 

FasL#5R: 

5 'GGGGCCTCTAGAATCGATGGTCAGAGCTTATATAAGCCGAAAAACGTCTG3 ' 
HA-IF 

20 5 'CGCCAT GGCTATCATC TACCTCATCC TCCTGTTCAC CGCTGTGCGG 
GGAGC3' 

HA-IIR 

5'GGC CGC TGC CCC GCA CAG CGG TGA ACA GGA GGA TGA GGT AGA TGA 
25 TAG CCA TGG CGG TAC3 ' 

TTI. scTRAIL-Klonierung und Herstellung von scTRAIL AMAIZe Konstrukten 
Fur nachfolgende Klonierungen wurden die unter Beispiel 1 angegebenen Standardbedingun- 
30 gen verwendet. 

1 . PCR mit Primern TRAIL#1 und TRAIL#2 auf Template pcDNA3-sc40-TRAIL (siehe 
Patenanmeldung DE 10045591.3). PCR-Produkt 1 wurde mit EcoRI und Xbal geschnit- 
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ten und in den mit den gleichen Restriktionsenzymen verdauten pcDNA3-scFasL Vektor 
ligiert. Dieser Verdau deletierte die FasL Sequenz, wobei die HA- und die Flag Tag Se- 
quenz erhalten blieb und nun folgendes Konstrukt entstanden war: 
HA-Sequenz - Flag Tag - TRAIL Moduli - Linkerl- BamHI - Xbal 

5 2. Mit Hilfe der Primet TRAIL#1R und TRAIL#2F wurde mit dem Template TRAIL- 

AMAIZe (siehe. Patentanmeldung DE 10045591.3) das PCR-Produkt 2 generiert. Dieses 
wurde nur mit Xbal geschnitten, wobei ein blund-end und ein sticky-end entsteht Das 
Konstrukt aus Punkt 1 wurde mit BamHI verdaut und nachfolgend mit dem Klenow- 
Enzym behandelt, so dass die Enden aufgefullt wurden. Im AnschluB daran wurde ein 
10 Xbal Verdau durchgefuhrt und das PCR-Produkt 2 in dies en Vektor kloniert. Ergebnis 

war folgendes Konstrukt: 

HA-Sequenz - Flag Tag - TRAIL Moduli - Linkerl - TRAIL Modul2 - Linker2 - 
BamHI -Xbal 

3. Fur die Klonierung des TRAIL Moduls 3 wurde eine PCR mit den Primern TRAIL#4 
1 5 und TRAIL#5 auf dem Template TRAIL-AMAlze durchgefuhrt, das Produkt nachfol- 

gend mit BamHI und Xbal verdaut und in das Konstrukt aus Punkt 2 - ebenfalls mit 
BamHI und Xbal verdaut- kloniert, wo dutch folgendes Konstrukt entstanden ist: 
HA-Sequenz - Flag Tag - TRAIL Moduli - Linkerl - TRAIL Modul2 - Linker2 - 
TRAIL ModuB Stop - Xbal 

20 

Fur die Herstellung der s cTRA IL-AMAIZ e Konstrukte wurden die jeweiligen scTRAIL Vek- 
toren mit den Restriktionsenzymen NotI bzw. EcoRI und Xbal verdaut und die Inserts als 
Kassette in die entsprechenden AMAIZe-Vektoren (siehe. Patentanmeldung DE 
10045591.3), wobei diese Vektoren ebenfalls mit den Enzymen NotI bzw. EcoRI und Xbal 
25 geschnitten wurden. Hieruber wurden folgende Konstrukte hergestellt: 

HA-svFv40-Flag Tag- TRAIL Moduli -Linkerl -TRAIL Modul2-Linker2- TRAIL Modul3 
Nachfolgend werden die Sequenzen der verwendeten Primer angegeben: 
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Primer fur die scTRAIL Klonierung 
TRAIL#1R: 

5'ATCGATTTCTAGACCCGGGGGATCCGCCACCAGAACCGCCACCAGAACCGCC 
ACCAGAACCGCCACCGCCAACTAAAAAGGCCCCGAAAAAACTGGCTT- 
5 CATGGTC3' 

TRAIL#2F: 

5 'GGGGTAGAATTCGGAACCTCTGAGGAAACCATTTCTACAGTTCAAG3 ' 

10 TRAIL#3F: 

5 AACCTCTGAGGAAACCATTTCTACAG3 ' 

TRAIL#4F: 

5 'GGGGCGGATCCACCTCTGAGGAAACCATTTCTACAG3 ' 

15 

TRAIL#5R: 

5'GGGGCCTCTAGAATCGATGGTCAGCCAACTAAAAAGGCCCCGAAAAAACTGG 
C3' 

20 Beispiel 2: Pharmakokinetik von humanem Wildtyp-TNF und humanem scTNF. 

6 Wochen alte Balb/c Mausen wurden i.v. mit 12 fig TNF oder sc TNF (jeweils 3 Mause) 
injiziert. Alle 45 min. wurde Blut abgenommen, gesammelt und die Konzentration von TNF 
itn Serum wurde mittels eines humanen TNF spezifischen ELISA Kits bestimmt. Die Daten 

25 in Figur 27 zeigen einen klaren Anstieg der in vivo Halbwertszeit der scTNF Varianten. Es 
wird daher fur scTNF erwartet, daB es eine deutlich erhohte biologische Wirkdauer in vivo 
besitzt, was damit den Wert von scTNF als potentielles Therapeutikum unterstreicht. 

Beispiel 3: Kovalent an Partikel (Silica) gekoppeltes CysHis-scTNF. 

30 

Mausfibroblasten, die mit dem Konstrukt TNFR2-Fas transfiziert sind, wurden mit seriellen 
Verdunnungen der angegebenen Reagenzien behandelt. Diese Zellen sind vollig resistent ge- 
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gen losliches wtTNF. Nach kovalenter Kopplung von reduziertem CysHis-scTNF an Silica- 
Micropattikel (beads) nach etablierten Protokollen (DP A 2001, Nr. DE10144252) bewirken 
diese eine starke zytotoxische Antwort (Kreis), ahnlich wie eine Positivkontrolle bestehend 
aus CysHis-scTNF und einem TNFR2 vemetzenden Antikorper, mAk 80M2 (Dreieck). 
5 Nicht gekoppletes Cys-His scTNF zeigt erwartungsgemaB keine Aktivitat auf TNFR2 positi- 
ven Zellen (Quadrate). Kovalent gekoppeltes CysPHs-scTNF ist bioaktiv und besitzt die be- 
sondere Aktivitat von membrangebundenem TNF, i.e. es aktiviert TNFR2. 

Beis piel 4: Vergleich von Standard rekombinantem humanen frh^TNF und scTNF in in vivo 
10 Tumomekrose- Modellen und in vitro L929-Zytotoxkitats-Aktivitat 

Mause: C3H/HeJ (weiblich), 17 - 19 g von Charles River 

Tumor Zellen: CFS-1 Methylcholantl^ene--indu2:ierte FibrosarkomazelllMe aus C3H/HeN 
15 abgeleitet aus Maus (Referenz: Hafner M., P. Orosz, A. Kruger, und D.N. Manuel. 1996 TNF 
promotes metastasis by impairing natural killer cell activity. Internal J, Cancer 66:388-392); 

Tumomekrose Experiment: Die Mause erhielten 1.6 x 10 7 CFS-1 Zellen in 50 ul Medium 
(KPMI, 10% FCS) intradermal in den Riicken; Die Tumore lieB man 12 Tage wachsen, bis 

20 sie eine GroBe von etwa 5-6 mm Durchmesser, vor der intraperitonealen Injektion mit TNF 
(10 ug pro Maus) in 200 ul PBS oder PBS alleine als Kontrolle, erreichten. Die Tumorgrofle 
wurde taglich gemessen und makroskopisch untersucht. Die Mause wurden am 6. Tag nach 
der Behandlung getotet und die Tumore fur die Histologic entfernt. Die Tumore wurden 
herausgeschnitten, xiber Nacht in 4% PBS-gepuffertem Formalin fixiert und in Paraffin ein- 

25 gebettet. Equatoriale Vertikalschnitte (4um) wurden mit Hematoxilin und Eosin gefarbt und 
mikroskopisch auf Nekrose txntersucht (wie z.B. beschrieben in: Lucas R. et al., 2001 , Int J 
Cancer, 91:543-549). 

TNF: rhTNF spezifische Aktivitat 6.6 x 10 6 U/mg (48 h L929 Test ohne Act D) 
30 scTNF 

In vitro Experiment, LD50 Aktivitat im L929 Zytotoxizitatsassay mit ActD fur: 
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rhTNF = 391 pg/ml 
scTNF = 39 pg/ml 

(getestet mit den gleichen TNF Proben, die far in vivo Experimente eingesetzt wurden) 
scTNF zeigt in diesem in vitro Experiment eine 10-fach erhohte Aktivitat 



In vivo Tumor Nekrose Experiment: 

Gruppe n Tnmordxirchmesser Nekrose 

dO d4 makroscopisch* mikroskopisch** 
10 <5% >10% 

PBS 6 5.2+1 7.4+0.5 1 2 0 

rhTNF 7 5.2+0.9 6.6+1.7 3 6 1 

scTNF 7 5.9+0.5 7.3+0.3 5 0 7 

15 

* = makroskopiscli Mar erkennbare oberflacbliche Nekrose 

** = bei mikroskopischer Untersuchung zentrale hamorrhagische Nekrose, <5% oder 
>10% des Tximorgewebes 

20 Schlufifolgerung: 

Nach 4 Tagen Behandlung mit Einzeldosen wurde kein Unterschied in der TumorgroBe 
festgestellt (einen Uberblick iiber TNF als Timiort±Lerape\itilcttm siehe z.B. Eggermont et 
al, Lancet Oncol. 4.429 (2003)). 

rhTNF induzierte kleine hamorrhagische Nekrosen (<5% des Tumorareals), makrosko- 
25 pisch nue in 3/7 der Here zu sehen. 

scTNF induziett groBere hamorrhagische Nekrosen (> 10% des Tumorareals) in alien 
Tumoren (7/7), 5/7 davon sind makroskopiscli zu sehen. 

scTNF » rhTNF in Bezug auf Tumorzytotoxizitat in vitro und Indiiktion von Nekrose. 
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Patentanspruche 

1. Polypeptid umfassend mindestens drei Komponenten A und mindestens zwei Kom- 
ponenten B, wobei jede Komponente A ein Monomer eines Mitglieds der TNF- 
Iigandenfamilie oder ein funktioneL.es Fragment und/ oder eine funktionelle Variante 
hiervon ist und jede Komponenten B ein Peptid-Iinker ist. 

2. Polypeptid gemaB Anspruch 1, wobei die Komponenten A identisch odet verschie- 
den sind. 

3. Polypeptid gemaB einem der vorangegangenen Anspriiche, wobei die Komponenten 
A aus dem gleichen Organismus oder verschieden Organismen stammt/ stammen. 

4. Polypeptid gemaB einem der vorangegangenen Anspriiche, wobei die Komponenten 
A ausgewahlt sind aus der Gruppe, bestehend aus FasL, TRAIL, TNF, CD30L, 
CD40L, OX40L, RANKL, TWEAKL, LTalpha, LTbeta, LIGHT, CD27L, 41-BB, 
41BBL, GITRL, APRIL, EDA, VEGI und BAFF. 

5. Polypeptid gemaB einem der vorangegangenen Anspriiche, wobei die Komponenten 
B jeweils zwei der mindestens drei Komponenten A miteinander verkniipfen. 

6. Polypeptid gemaB einem der vorangegangenen Anspriiche, wobei mindestens eine der 
Komponenten B die Aminosauresequenz (GGGS) 3 oder (GGGS) 4 aufweist. 

7. Polypeptid gemaB einem der vorangegangenen Anspriiche, wobei die Komponenten 
A und die Komponenten B ein trimere Proteinstruktur ausbilden. 

8. Polypeptid gemaB Anspruch 7, wobei die Komponenten A und die Komponenten B 
eine homotrimere Proteinstruktur ausbilden. 
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9. Polypeptid gemaB Anspruch 7, wobei die Komponenten A und die Komponenten B 
eine heterotrimere Proteinstruktur ausbilden. 

10. Polypeptid gemaB einem der vorangegangenen Anspriiche, wobei die Komponenten 
5 B identisch oder verschieden sind. 

11. Polypeptid gemaB einem der vorangegangenen Anspriiche, wobei die Komponenten 
B aus dem gleichen Organismus oder verschieden Organismen stammt/stammen. 

10 12. Polypeptid gemaB einem der vorangegangenen Anspriiche, wobei das Polypeptid eine 

vorzugsweise N-terminale Tag-Sequenz, insbesondere eine His-Tag-Sequenz oder ei- 
ne Flag-Tag-Sequenz, aufweist. 

13. Polypeptid gemaB einem der vorangegangenen Anspriiche, wobei das Polypeptid eine 
1 5 vorzugsweise N-terminale Leitpeptidsequenz aufweist. 

14: Polypeptid gemaB einem der vorangegangenen Anspruche, wobei das Polypeptid 
mindestens eine weitere Komponente C enthalt, die ein Antikorperfragment oder ein 
anders Protein oder Peptid ist, welches ein spezifisches Zielmolekul auf einer Zell- 
20 oberflache selektiv erkennt. 

15. Polypeptid gemaB Anspruch 14, wobei die Komponente C ein Antikorperfeagment 
eines Saugetiers, insbesondere murinen oder humanen Ursprungs, oder ein humani- 
siertes Antikorperfragment ist. 

25 

16. Polypeptid gemaB Anspruch 14 oder 15, wobei das Antikorperfragment in verschie- 
denen Antikorperformaten vorliegen kann, z.B. als scFv, insbesondere scFv40. 



30 



17. Polypeptid gemaB Anspruch 14, wobei die Komponente C ein Protein oder Peptid 
mit Spezifitat fur ein Zelloberflachenmolekul, insbesondere einen Zytokinrezeptor, 
ein Wachs turns faktorrez ep tor, ein Integrin oder Zelladhasionsmolekul ist. 
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18. Polypeptid gemaB Anspruch 17, wobei der Zytokinrezeptor ausgewahlt ist aus der 
Gruppe der TNFR Genfamilie,. 

19. NuMeinsauxe, kodierend fur ein Polypeptid gemaB einem der vorhergehenden An- 
spriiche 1 bis 18. 

20. Vektor, enthaltend die NuHeinsaure gemaB Anspruch 19. 

21. Wirtszelle, enthaltend die NuHeinsaure gemaB Anspruch 19 und/oder den Vektor 
gemaB Anspruch 20. 

22. Verfahren zur Herstellung einer Wirtszelle gemaB Anspruch 21, umfassend die fol- 
genden Schritte: 

a. Herstellen einer Nukleinsaure gemaB Anspruch 19 oder eines Vektors gemaB 
Anspruch 20, und 

b. Einbringen der NuHeinsaure und/oder des Vektors gemaB Schritt (a) in eine 
ZeUe. 

23. Verfahren zur Herstellung eines Polypeptids gemaB einem der Anspruche 1 bis 18 
umfassend die folgenden Schritte: 

a. Kultivieren einer Wirtszelle gemaB Anspruch 21 unter geeigneten Bedingun- 
gen, 

b. Expression der Nukleinsaure gemaB Anspruch 19 unter geeigneten Bedingun- 
gen, und 

c. Isolieren des Polypeptids aus den Wirtszellen und/oder dem Kulturiiberstand. 

24. Verwendung eines Polypeptids gemaB einem der Anspruche 1 bis 18, einer Nuklein- 
saure gemaB Anspruch 20, eines Vektors gemaB Anspruch 20 oder einer Wirtszelle 
gemaB Anspruch 21 zur Herstellung eines Arzneimittels zur Behandlung von Krebs- 
erkrankungen, insbesondere soliden oder lymphatischen Tumoren, Infektionskrank- 
heiten, Stoffwechselerkrankungen, Entziindungszustanden, hyperproliferatorische 
Erkrankungen, Autoimmxmerkrankungen, insbesondere rheumato/arthritische Er- 
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krankungen, toxischer epidermaler Nekrolyse (TEN), Multiple Sklerose, Hashimoto 
Thyroiditis, GvHD, virale Hepatitis (HBV, HCV), Alkohol-induzierter Hepatitis, Ab 
stoBungsreaktionen bei Lebertransplantation, Erkrankungen, die auf hyperapoptoti- 
schen Reaktionen beruhen, degenerativen Erkrankungen, insbesondere neurodegene 
rativen Erkrankungen. 

25. Verwendung eines Polypeptids gemaB einem der Anspriiche 1 bis 18, einer Nuklein- 
saure gemaB Anspruch 19, eines Vektors gemaB Anspruch 20 oder einer Wirtszelle 
gemaB Anspruch 21 zur Behandlung von Ktebserkrarikungen, insbesondere soliden 
oder lymphatischen Tumoren, Infektionskrankheiten, Stoffwechselerkrankungen, 
Entziindungszustanden, hyp erpr olif eratoris che Erkrankungen, Autoimmunerkran- 
kungen, insbesondere rheumato/ arthritische Erkrankungen, toxischer epidermaler 
Nekrolyse (TEN), Multiple Sklerose, Hashimoto Thyroiditis, GvHD, virale Hepatitis 
(HBV, HCV), Alkohol-induzierter Hepatitis, AbstoBungsreaktionen bei Lebertrans- 
plantation, Erkrankungen, die auf hyperapoptotischen Reaktionen beruhen, degenera 
tiven Erkrankungen, insbesondere neurodegenerativen Erkrankungen. 

26. Pharmazeutische Zusammensetzung, mindestens enthaltend ein Polypeptid gemaB ei- 
nem der Anspriiche 1 bis 1 8 und/ oder einer Nukleinsaure gemaB Anspruch 19 
und/ oder einen Vektor gemaB Anspruch 20 und/oder eine Wirtszelle gemaB An- 
spruch 21 sowie pharmazeutisch unbedenkliche Hilfs-, Zusatz- und/oder Tragersub- 
stanzen. 

27. Pharmazeutische Zusammensetzung gemaB Anspruch 26 zur Behandlung von Krebs- 
erkrankungen, insbesondere soliden oder lymphatischen Tumoren, Infektionskrank- 
heiten, Stoffwechselerkrankungen, Entziindungszustanden, hyperproliferatorische 
Erkrankungen, Autoimmunetkrankungen, insbesondere rheumato/arthtitische Er- 
krankungen, toxischer epidermaler Nekrolyse (TEN), Multiple Sklerose, Hashimoto 
Thyroiditis, GvHD, virale Hepatitis (HBV, HCV), Alkohol-induzierter Hepatitis, Ab- 
stoBungsreaktionen bei Lebertransplantation, Erkrankungen, die auf hyperapoptoti- 
schen Reaktionen beruhen, degenerativen Erkrankungen, insbesondere neurodegene- 
rativen Erkrankungen. 
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28. Verfahren zur extrakorporalen Manipulation, Depletion und/ oder Entfernung losli- 
cher, suspendierter Bestandteile oder zellularer Bestandteile des Blutes umfassend die 
folgenden Sclutitte: 

5 a) Gegebenenfalls Aufttennung des Blutes in eine oder mehrere Fraktionen mit fes- 

ten und/oder flussigen Bestandteilen; 
b) Bindung von loslichen, suspendierten oder zellularen Bestandteile des Blutes an 
eine mit einem Polypeptid gemaB einem der Ansprixche 1 bis 18 gekoppelte O- 
berflache oder Partikel; und 
10 c) Gegebenenfalls Abtrennung der gebundenen loslichen, suspendierten oder zellu- 

laren Bestandteile des Blutes. 

29. Verfahren gemaB Anspruch 28, wobei vor Schritt a) oder b) eine Blutentnahme an ei- 
nem Patienten durchgefuhrt wird. 

15 

30. Verfahren gemaB Anspruch 28, wobei nach Schritt b) oder c) das so behandelte Blut 
oder die Blutfraktion einem Patienten wieder reinjiziert wird. 
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Zytotoxitatstest 

sTNF und scTNFs mit neuralisierendem AK 
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Figur 1 
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Zytotoxitatstest 

sTNF und scTNFs auf MF-TNFR2 



loslichesTNF human 
singlechainTNF 3x Linker 
singlechainTNF 4x Linker 
Negativkon.: Bakterienlysat 
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Figur 2 
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Zytotoxitatstest 

sTNF und scTNFs auf MF-TNFR2 + 80M2 
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ng/ml losl. bzw. singlechain TNF 



- loslichesTNF human + 80M2-AK 
• singlechainTNF 3x + 80M2-AK 

- Neg.-kon.: Bak.-lys.+ 80M2-AK 



Figur 3 
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Stabilitatstest mit MF - frisch titriert 
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Figur4 
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Stabilitatstest mit MF - 8 Tage inkubiert 




losliches7NF human 
singiechainTNF 3x Linker 
singlechainTNF 4x Linker 
Negativkontr.: Bakterienlysat 
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Figur 5 
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Stabilitatstest mit MF - 14 Tage inkubiert 




ng/ml losl. bzw. singlechain TNF 



Figur 6 
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Stabilitatstest mit Kyml - frisch titriert 
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Figur 7 
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Stabilitatstest mit Kyml - 16 Tage inkubiert 
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Figur 8 
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Stabilitatstest mit Kyml - 22 Tage inkubiert 
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Figur 9 
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Stabilitatstest mit Kyml - aus Stammlosung titriert 
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Figur 10 
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Stabilitatstest mit humanem Serum 
Serumstabilitat - frisch titrieit 




Figur 11 



WO 2005/103077 



PCT/EP2005/003158 



12/41 



Stabilitatstest mit humanem Serum 
Serumstabilitat - 8 Tage 




Figur 12 
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Figur 13 
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Western Blot 



ohne ft-Mercaptoethanol 
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TNF 4x- 3x- Linker 




mit fi-Mercaptoethano! 

losliches singlechainTNF 
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Figur 14 



WO 2005/103077 



PCT/EP2005/003158 



15/41 



IkB-Degradations-Assay 



.a i- k tk. c scTNF scTNF Kontroll 
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Figur 15 
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JNK-Assay 



t SCTNF scTNF Kontroli 

lOSllChes TNF 3xGGGS-Linker 4xGGGS-Linker Lysat 
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Figur 16 
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Electrophoretic Mobility Shift Assay (EMSA) 



positiv scTNF scTNF Kontroll 

Kontrolle loslichesTNF 3xGGGS-Linker 4xGGGS-Linker Lysat 




0 30 60 0 30 60 0 30 60 30 60 min. 



Figurl7 
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Figur 18 
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Figurl9 

Nukleinsauresequenz und korrespondierende Aminosauresequenz von scTNF-L short 
Konstrukt A-II 

1 ATG AGA GGA TCG CAT CAC CAT CAC CAT CAC GGA TCA GCG TCG TCT 45 

1 MRGSHHHHHHGSASS 15 

4 6 TCT TCT CGT ACC CCG TCT GAC AAA CCG GTT GCT CAC GTT GTT GCA 90 

16 SSRTPSDKPVAHVVA 30 

91 AAC CCG CAG GCT GAA GGT CAA CTG CAA TGG CTG AAC CGT CGT GCT 135 

31 NPQAEGQLQWLNRRA 45 

13 6 AAC GCT CTG CTG GCT AAC GGT GTT GAA CTG CGT GAC AAC CAG CTG 180 

46 NALLANGVE LRDNQL 60 

181 GTT GTT CCG TCT GAA GGC CTG TAC CTG ATC TAC TCC CAG GTT CTG 225 

61 VVPSEGLYLIYSQVL 75 

22 6 TTC AAA GGC CAG GGC TGC CCG TCC ACC CAC GTT CTG CTG ACC CAC 270 

76 FKGQGC PSTHVLLTH 90 

271 ACC ATC TCT CGT ATC GCT GTT TCC TAC CAG ACC AAA GTA AAC CTG 315 

91 TISRIAVSYQTKVNL 105 

316 CTG TCT GCA ATC AAA TCT CCG TGC CAG CGT GAA ACC CCG GAA GGT 3 60 

106 LSAIKSPCQRETPEG 120 

361 GCT GAA GCT AAA CCG TGG TAC GAA CCG ATC TAC CTG GGT GGC GTT 4 05 

121 AEAKPWYEPIYLGGV 135 

406 TTT CAA CTG GAG AAA GGT GAC CGT CTG TCT GCA GAA ATT AAC CGT 450 

136 FQLEKGDRLSAEINR 150 

451 CCG GAC TAC CTG GAC TTC GCA GAA TCT GGT CAG GTT TAC TTC GGT 4 95 

151 PDYLDFAESGQVYFG 165 

496 ATC ATC GCT CTG GGT GGC GGT TCT GGT GGC GGT TCT GGT GGC GGA 540 

166 I IALGGGSGGGSGGG 180 

541 TCC TCT TCT CGT ACC CCG TCT GAC AAA CCG GTT GCT CAC GTT GTT 585 

181 SSSRTPSDKPVAHVV 195 

58 6 GCA AAC CCG CAG GCT GAA GGT CAA CTG CAA TGG CTG AAC CGT CGT 630 

196 ANPQAEGQLQWLNRR 210 

631 GCT AAC GCT CTG CTG GCT AAC GGT GTT GAA CTG CGT GAC AAC CAG 675 

211 ANALLANGVELRDNQ 225 

67 6 CTG GTT GTT CCG TCT GAA GGC CTG TAC CTG ATC TAC TCC CAG GTT 720 

226 LVVPSEGLYLIYSQV 240 

721 CTG TTC AAA GGC CAG GGC TGC CCG TCC ACC CAC GTT CTG CTG ACC 7 65 

241 LFKGQGCPSTHVLLT 255 

7 66 CAC ACC ATC TCT CGT ATC GCT GTT TCC TAC CAG ACC AAA GTA AAC 810 

256 HTI SRIAVSYQTKVN 270 

811 CTG CTG TCT GCA ATC AAA TCT CCG TGC CAG CGT GAA ACC CCG GAA 855 

271 LLSAIKSPCQRETPE 285 
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856 GGT GCT GAA GCT AAA CCG TGG 

286 G A E A K P W 

901 GTT TTT CAA CTG GAG AAA GGT 

301 V F Q L E K G 

94 6 CGT CCG GAC TAC CTG GAC TTC 

316 R P D Y L D F 

991 GGT ATC ATC GCT CTG GGT GGC 

331 G I I A L G G 

103 6 GGA TCC TCT TCT CGT ACC CCG 

346 G S S S R T P 

1081 GTT GCA AAC CCG CAG GCT GAA 

361 V A N P Q A E 

112 6 CGT GCT AAC GCT CTG CTG GCT 

376 R A N A L L A 

1171 CAG CTG GTT GTT CCG TCT GAA 

391 Q L V V P S E 

1216 GTT CTG TTC AAA GGC CAG GGC 

406 V L F K G Q G 

12 61 ACC CAC ACC ATC TCT CGT ATC 

421 T H T I S R I 

130 6 AAC CTG CTG TCT GCA ATC AAA 

436 N L L S A I K 

1351 GAA GGT GCT GAA GCT AAA CCG 

451 E G A E A K P 

139 6 GGC GTT TTT CAA CTG GAG AAA 

466 G V F Q L E K 

14 41 AAC CGT CCG GAC TAC CTG GAC 

481 N R P D Y L D 

14 8 6 TTC GGT ATC ATC GCT CTG TGA 

496 F G I I A L * 
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TAC GAA CCG ATC TAC CTG GGT GGC 900 

YEPIYLGG 300 

GAC CGT CTG TCT GCA GAA ATT AAC 945 

DRLSAEIN 315 

GCA GAA TCT GGT CAG GTT TAC TTC 9 90 

AESGQVYF 330 

GGT TCT GGT GGC GGT TCT GGT GGC 1035 

GSGGGSGG 345 

TCT GAC AAA CCG GTT GCT CAC GTT 1080 

S DKPVAHV 360 

GGT CAA CTG CAA TGG CTG AAC CGT 1125 

GQLQWLNR 375 

AAC GGT GTT GAA CTG CGT GAC AAC 117 0 

NGVELRDN 390 

GGC CTG TAC CTG ATC TAC TCC CAG 1215 

GLYLIYSQ 405 

TGC CCG TCC ACC CAC GTT CTG CTG 12 60 

CPST HVLL 420 

GCT GTT TCC TAC CAG ACC AAA GTA 1305 

AVSYQTKV 435 

TCT CCG TGC CAG CGT GAA ACC CCG 1350 

SPCQRETP 450 

TGG TAC GAA CCG ATC TAC CTG GGT 13 95 

WYEPIYLG 465 

GGT GAC CGT CTG TCT GCA GAA ATT 14 4 0 

GDRLSAEI 480 

TTC GCA GAA TCT GGT CAG GTT TAC 14 85 

FAESGQVY 495 

1506 
501 
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Figur20 

Nuldeinsauresequenz und korrespondierende Aminosauresequenz von 

cys-scTNF-L S hort 

KonstruktB-II 



1 ATG GGA GAG CTC ATC GAA GGT 
1 MGELIEG 

4 6 CAT CAT CAC CAT CAC GGC TCA 
16 HHHHHGS 

91 ACC CCG TCT GAC AAA CCG GTT 
31 TPSDKPV 

136 GCT GAA GGT CAA CTG CAA TGG 
46 AEGQLQW 

181 CTG GCT AAC GGT GTT GAA CTG 
61 LANGVEL 

226 TCT GAA GGC CTG TAC CTG ATC 
76 SEGLYLI 

271 CAG GGC TGC CCG TCC ACC CAC 

91 QGCPSTH 

316 CGT ATC GCT GTT TCC TAC CAG 

106 R I A V S Y Q 

3 61 ATC AAA- TCT CCG TGC CAG CGT 
121 I K S P C Q R 

406 AAA CCG TGG TAC GAA CCG ATC 

136 K P W Y E P I 

451 GAG AAA GGT GAC CGT CTG TCT 

151 E K G D R L S 

4 96 CTG GAC TTC GCA GAA TCT GGT 
166 L D F A E S G 

541 CTG GGT GGC GGT TCT GGT GGC 

181 L G G G S G G 

58 6 CGT ACC CCG TCT GAC AAA CCG 

196 R T P S D K P 

631 CAG GCT GAA GGT CAA CTG CAA 

211 Q A E G Q L Q 

67 6 CTG CTG GCT AAC GGT GTT GAA 

226 L L A N G V E 

721 CCG TCT GAA GGC CTG TAC CTG 

241 P S E G L Y L 

7 66 GGC CAG GGC TGC CCG TCC ACC 

256 G Q G C P S T 



CGC TGC GCC GGT GGA TCT GGT CAT 4 5 
RCAGGSGH 15 

GAC GGA GCG TCG TCT TCT TCT CGT 90 
DGASSSSR 30 

GCT CAC GTT GTT GCA AAC CCG CAG 135 
AHVVANPQ 45 

CTG AAC CGT CGT GCT AAC GCT CTG 180 
LNRRANAL 60 

CGT GAC AAC CAG CTG GTT GTT CCG 225 
RDNQLVVP 75 

TAC TCC CAG GTT CTG TTC AAA GGC 27 0 
YSQVLFKG 90 

GTT CTG CTG ACC CAC ACC ATC TCT 315 

VLLTHTIS 105 

ACC AAA GTA AAC CTG CTG TCT GCA 3 60 

TKVNLLSA 120 

GAA ACC CCG GAA GGT GCT GAA GCT 4 05 

ETPEGAEA 135 

TAC CTG GGT GGC GTT TTT CAA CTG 4 50 

YLGGVFQL 150 

GCA GAA ATT AAC CGT CCG GAC TAC 4 95 

AEINRPDY 165 

CaG GTT TAC TTC GGT ATC ATC GCT 540 

QVYFGIIA 180 

GGT TCT GGT GGC GGA TCC TCT TCT 585 

GSGGGSSS 195 

GTT GCT CAC GTT GTT GCA AAC CCG 630 

VAHVVANP 210 

TGG CTG AAC CGT CGT GCT AAC GCT 675 

WLNRRANA 225 

CTG CGT GAC AAC CAG CTG GTT GTT 720 

LRDNQLVV 240 

ATC TAC TCC CAG GTT CTG TTC AAA 765 

IYSQVLFK 255 

CAC GTT CTG CTG ACC CAC ACC ATC 810 

HVLLTHTI 270 
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811 TCT CGT ATC GCT GTT TCC TAC CAG 
271 SRIAVSYQ 

85 6 GCA ATC AAA TCT CCG TGC CAG CGT 
286 AIKSPCQR 

901 GCT AAA CCG TGG TAC GAA CCG ATC 
301 AKPWYEPI 

94 6 CTG GAG AAA GGT GAC CGT CTG TCT 
316 LEKGDRLS 

991 TAC CTG GAC TTC GCA GAA TCT GGT 
331 YLDFAESG 

1036 GCT CTG GGT GGC GGT TCT GGT GGC 
346 ALGGGSGG 

1081 TCT CGT ACC CCG TCT GAC AAA CCG 
361 SRTPSDKP 

112 6 CCG CAG GCT GAA GGT CAA CTG CAA 
376 PQAEGQLQ 

1171 GCT CTG CTG GCT AAC GGT GTT GAA 
391 ALLANGVE 

1216 GTT CCG TCT GAA GGC CTG TAC CTG 
406 VPSEGLYL 

12 61 AAA GGC CAG GGC TGC CCG TCC ACC 
421 KGQGCPST 

130 6 ATC TCT CGT ATC GCT GTT TCC TAC 
436 ISRIAVSY 

1351 TCT GCA ATC AAA TCT CCG TGC CAG 
451 SAIKSPCQ 

139 6 GAA GCT AAA CCG TGG TAC GAA CCG 

466 EAKPWYE P 

1441 CAA CTG GAG AAA GGT GAC CGT CTG 

481 QLEKGDRL 

14 8 6 GAC TAC CTG GAC TTC GCA GAA TCT 

496 DYLDFAES 

1531 ATC GCT CTG TGA 

511 I A L * 
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ACC AAA GTA AAC CTG CTG TCT 855 

T K V N L L S 285 

GAA ACC CCG GAA GGT GCT GAA 900 

E T P E G A E 300 

TAC CTG GGT GGC GTT TTT CAA 94 5 

Y L G G V F Q 315 

GCA GAA ATT AAC CGT CCG GAC 990 

A E I N R P D 330 

CAG GTT TAC TTC GGT ATC ATC 1035 

Q V Y F G I I 345 

GGT TCT GGT GGC GGA TCC TCT 108 0 

G S G G G S S 360 

GTT GCT CAC GTT GTT GCA AAC 1125 

V A H V V A N 375 

TGG CTG AAC CGT CGT GCT AAC 117 0 

W L N R R A N 390 

CTG CGT GAC AAC CAG CTG GTT 1215 

L R D N Q L V 405 

ATC TAC TCC CAG GTT CTG TTC 1260 

I Y S Q V L F 420 

CAC GTT CTG CTG ACC CAC ACC 1305 

H V L L T H T 435 

CAG ACC AAA GTA AAC CTG CTG 1350 

Q T K V N L L 450 

CGT GAA ACC CCG GAA GGT GCT 1395 

R E T P E G A 465 

ATC TAC CTG GGT GGC GTT TTT 1440 

I Y L G G V F 480 

TCT GCA GAA ATT AAC CGT CCG 14 85 

S A E I N R P 495 

GGT CAG GTT TAC TTC GGT ATC 1530 

G Q V Y F G I 510 

1542 
513 
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Figur21 

Nukleinsauresequenz und korrespondiercnde Aminosauresequenz von scFasL 
KonstruktC 



1 ATG GCT ATC ATC TAG CTC ATC CTC CTG TTC ACC GCT GTG CGG GGC 45 

1 MAI IYLILLFTAVRG 15 

4 6 GCG GCC GCG GAT TAC AAA GAC GAT GAC GAT AAA GAA TTC ACG CGT 90 

16 AAADYKDDDDKEFTR 30 

91 GAA AAA AAG GAG CTG AGG AAA GTG GCC CAT TTA ACA GGC AAG TCC 135 

31 EKKELRKVAHLTGKS 45 

13 6 AAC TCA AGG TCC ATG CCT CTG GAA TGG GAA GAC ACC TAT GGA ATT 180 

46 NSRSMPLEWEDTYGI 60 

181 GTC CTG CTT TCT GGA GTG AAG TAT AAG AAG GGT GGC CTT GTG ATC 225 

61 VLLSGVKYKKGGLVI 75 

22 6 AAT GAA ACT GGG CTG TAC TTT GTA TAT TCC AAA GTA TAC TTC CGG 27 0 

76 NET GLYFVYSKVYFR 90 

271 GGT CAA TCT TGC AAC AAC CTG CCC CTG AGC CAC AAG GTC TAC ATG 315 

91 GQS CNNLPLSHKVYM 105 

316 AGG AAC TCT AAG TAT CCC CAG GAT CTG GTG ATG ATG GAG GGG AAG 3 60 

106 RNSKYPQDLVMMEGK 120 

361 ATG ATG AGC TAC TGC ACT ACT GGG CAG ATG TGG GCC CGC AGC AGC 4 05 

121 MMSYCTTGQMWARSS 135 

406 TAC CTG GGG GCA GTG TTC AAT CTT ACC AGT GCT GAT CAT TTA TAT 4 50 

136 YLGAVFNLT SADHLY 150 

451 GTC AAC GTA TCT GAG CTC TCT CTG GTC AAT TTT GAG GAA TCT CAG 4 95 

151 VNVSELSLVNFEESQ 165 

4 96 ACG TTT TTC GGC TTA TAT AAG CTC GGT GGC GGT TCT GGT GGC GGT 54 0 

166 TFFGLYKLGGGSGGG 180 

541 TCT GGT GGC GGT TCT GGT GGC GGA TCA GAA AAA AAG GAG CTG AGG 585 

181 SGGGSGGGSEKKELR 195 

586 AAA GTG GCC CAT TTA ACA GGC AAG TCC AAC TCA AGG TCC ATG CCT 630 

196 KVAHLTGKSNSRSMP 210 

631 CTG GAA TGG GAA GAC ACC TAT GGA ATT GTC CTG CTT TCT GGA GTG 67 5 

211 LEWEDTYGIVLLSGV 225 

67 6 AAG TAT AAG AAG GGT GGC CTT GTG ATC AAT GAA ACT GGG CTG TAC 720 

226 KYKKGGLVINETGLY 240 



721 
241 



TTT GTA TAT TCC AAA GTA TAC TTC CGG GGT CAA TCT TGC AAC AAC 
FVYSKVYFRGQSCNN 



765 
255 
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7 66 CTG CCC CTG AGC CAC AAG GTC 

256 L P L S H K V 

811 CAG GAT CTG GTG ATG ATG GAG 

271 Q D L V M M E 

856 ACT GGG CAG ATG TGG GCC CGC 

286 T G Q M W A R 

901 AAT CTT ACC AGT GCT GAT CAT 

301 N L T S A D H 

94 6 TCT CTG GTC AAT TTT GAG GAA 

316 S L V N F E E 

991 AAG CTC GGT GGC GGT TCT GGT 

331 K L G G G S G 

103 6 GGC GGA TCC GAA AAA AAG GAG 

346 G G S E K K E 

1081 GGC AAG TCC AAC TCA AGG TCC 

361 G K S N S R S 

112 6 TAT GGA ATT GTC CTG CTT TCT 

376 Y G I V L L S 

1171 CTT GTG ATC AAT GAA ACT GGG 

391 L V 2 N E T G 

1216 TAC TTC CGG GGT CAA TCT TGC 

406 Y F R G Q S C 

12 61 GTC TAC ATG AGG AAC TCT AAG 

421 V Y M R N S K 

1306 GAG GGG AAG ATG ATG AGC TAC 

436 E G K M M S Y 

1351 CGC AGC AGC TAC CTG GGG GCA 

451 R S S Y L G A 

1396 CAT TTA TAT GTC AAC GTA TCT 

466 H L Y V N V S 

1441 GAA TCT CAG ACG TTT TTC GGC 

481 E S Q T F F G 
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TAC ATG AGG AAC TCT AAG TAT CCC 810 

YMRNSKYP 270 

GGG AAG ATG ATG AGC TAC TGC ACT 855 

GKMMSYCT 285 

AGC AGC TAC CTG GGG GCA GTG TTC 900 

SSYL GAVF 300 

TTA TAT GTC AAC GTA TCT GAG CTC 945 

LYVNVSEL 315 

TCT CAG ACG TTT TTC GGC TTA TAT 9 90 

SQTFFGLY 330 

GGC GGT TCT GGT GGC GGT TCT GGT 1035 

GGSGGGSG 345 

CTG AGG AAA GTG GCC CAT TTA ACA 108 0 

LRKVAHLT 360 

ATG CCT CTG GAA TGG GAA GAC ACC 1125 

MPLEWEDT 375 

GGA GTG AAG TAT AAG AAG GGT GGC 117 0 

GVKYKKGG 390 

CTG TAC TTT GTA TAT TCC AAA GTA 1215 

LYFVYSKV 405 

AAC AAC CTG CCC CTG AGC CAC AAG 12 60 

NNLPLSHK 420 

TAT CCC CAG GAT CTG GTG ATG ATG 1305 

YPQDLVMM 435 

TGC ACT ACT GGG CAG ATG TGG GCC 1350 

CTTGQMWA 450 

GTG TTC AAT CTT ACC AGT GCT GAT 1395 

VFNLT SAD 465 

GAG CTC TCT CTG GTC AAT TTT GAG 14 4 0 

ELSLVNFE 480 

TTA TAT AAG CTC TGA 14 7 6 

L Y K L * 491 
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Figur22 

Nukle ins aure s e que nz und korrespondierende Aminos aurese que 112 von scTRAIL 
Konstrukt D 



1 ATG GCT ATC ATC TAG CTC ATC CTC CTG TTC ACC GCT GTG CGG GGC 4 5 

1 MAIIYLILLFTAVRG 15 

4 6 GCG GCC GCG GAT TAG AAA GAG GAT GAG GAT AAA GAA TTC GGA ACC 90 

16 AAADYKDDDDKE FGT 30 

91 TCT GAG GAA ACC ATT TCT ACA GTT CAA GAA AAG CAA CAA AAT ATT 135 

31 SEETISTVQEKQQNI 45 

13 6 TCT CCC CTA GTG AGA GAA AGA GGT CCT CAG AGA GTA GCA GCT CAC 18 0 

46 SPLVRERGPQRVAAH 60 

181 ATA ACT GGG ACC AGA GGA AGA AGC AAC ACA TTG TCT TCT CCA AAC 225 

61 ITGTRGRSNTLSSPN 75 

22 6 TCC AAG AAT GAA AAG GCT CTG GGC CGC AAA ATA AAC TCC TGG GAA 27 0 

76 SKNEKALGRKINSWE 90 

271 TCA TCA AGG AGT GGG CAT TCA TTC CTG AGC AAC TTG CAC TTG AGG 315 

91 SSRSGHSFLSNLHLR 105 

316 AAT GGT GAA CTG GTC ATC CAT GAA AAA GGG TTT TAG TAC ATC TAT 360 

106 NGELVIHEKGFYYIY 120 

3 61 TCC CAA ACA TAC TTT CGA TTT CAG GAG GAA ATA AAA GAA AAC ACA 405 
121 SQTYFRFQEEIKENT 135 

4 06 AAG AAC GAC AAA CAA ATG GTC CAA TAT ATT TAC AAA TAC ACA AGT 450 
136 KNDKQMVQYIYKYTS 150 

451 TAT CCT GAC CCT ATA TTG TTG ATG AAA AGT GCT AGA AAT AGT TGT 4 95 

151 YPDPILLMKSARNSC 165 

496 TGG TCT AAA GAT GCA GAA TAT GGA CTC TAT TCC ATC TAT CAA GGG 540 

166 WSKDAEYGLYSIYQG 180 

541 GGA ATA TTT GAG CTT AAG GAA AAT GAC AGA ATT TTT GTT TCT GTA 585 

181 GIFELKENDRIFVSV 195 

58 6 ACA AAT GAG CAC TTG ATA GAC ATG GAC CAT GAA GCC AGT TTT TTC 630 

196 TNEHLIDMDHEASFF 210 

631 GGG GCC TTT TTA GTT GGC GGT GGC GGT TCT GGT GGC GGT TCT GGT 675 

211 GAFLVGGGGSGGGSG 225 

67 6 GGC GGT TCT GGT GGC GGA TCA ACC TCT GAG GAA ACC ATT TCT ACA 720 

226 GGSGGGSTSEETIST 240 

721 GTT CAA GAA AAG CAA CAA AAT ATT TCT CCC CTA GTG AGA GAA AGA 7 65 

241 VQEKQQNI SPLVRER 255 
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7 66 GGT CCT CAG AGA GTA GCA GCT CAC 

256 GPQRVAAH 

811 AGC AAC ACA TTG TCT TCT CCA AAC 

271 SNTLSSPN 

85 6 GGC CGC AAA ATA AAC TCC TGG GAA 

286 GRKINSWE 

901 TTC CTG AGC AAC TTG CAC TTG AGG 

301 FLSNLHLR 

94 6 GAA AAA GGG TTT TAC TAC ATC TAT 

316 EKGFYYIY 

991 CAG GAG GAA ATA AAA GAA AAC ACA 

331 QEEIKENT 

1036 CAA TAT ATT TAC AAA TAC ACA AGT 

346 QYIYKYTS 

1081 ATG AAA AGT GCT AGA AAT AGT TGT 

361 MKSARNSC 

112 6 GGA CTC TAT TCC ATC TAT CAA GGG 

376 GLYSIYQG 

1171 AAT GAC AGA ATT TTT GTT TCT GTA 

391 NDRIFVSV 

1216 ATG GAC CAT GAA GCC AGT TTT TTC 

406 MDHEASFF 

1261 GGC GGT TCT GGT GGC GGT TCT GGT 

421 GGSGGGSG 

1306 ACC TCT GAG GAA ACC ATT TCT ACA 

436 TSEETIST 

1351 ATT TCT CCC CTA GTG AGA GAA AGA 

451 ISPLVRER 

13 96 CAC ATA ACT GGG ACC AGA GGA AGA 
466 HITGTRGR 

14 41 AAC TCC AAG AAT GAA AAG GCT CTG 
481 NSKNEKAL 

14 8 6 GAA TCA TCA AGG AGT GGG CAT TCA 

496 ESSRSGHS 

1531 AGG AAT GGT GAA CTG GTC ATC CAT 

511 RNGELVIH 

157 6 TAT TCC CAA ACA TAC TTT CGA TTT 

526 YSQTYFRF 
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ATA ACT GGG ACC AGA GGA AGA 810 

I T G T R G R 270 

TCC AAG AAT GAA AAG GCT CTG 855 

S K N E K A L 285 

TCA TCA AGG AGT GGG CAT TCA 900 

S S R S G H S 300 

AAT GGT GAA CTG GTC ATC CAT 945 

N G E L V I H 315 

TCC CAA ACA TAC TTT CGA TTT 990 

S Q T Y F R F 330 

AAG AAC GAC AAA CAA ATG GTC 1035 

K N D K Q M V 345 

TAT CCT GAC CCT ATA TTG TTG 108 0 

Y P D P I L L 360 

TGG TCT AAA GAT GCA GAA TAT 1125 

W S K D A E Y 375 

GGA ATA TTT GAG CTT AAG GAA 117 0 

G I F E L K E 390 

ACA AAT GAG CAC TTG ATA GAC 1215 

T N E H L I D 405 

GGG GCC TTT TTA GTT GGC GGT 12 60 

G A F L V G G 420 

GGC GGT TCT GGT GGC GGA TCC 1305 

G G S G G G S 435 

GTT CAA GAA AAG CAA CAA AAT 1350 

V Q E K Q Q N 450 

GGT CCT CAG AGA GTA GCA GCT 13 95 

G P Q R V A A 465 

AGC AAC ACA TTG TCT TCT CCA 1440 

S N T L S S P 480 

GGC CGC AAA ATA AAC TCC TGG 1485 

G R K I N S W 495 

TTC CTG AGC AAC TTG CAC TTG 1530 

F L S N L H L 510 

GAA AAA GGG TTT TAC TAC ATC 1575 

E K G F Y Y I 525 

CAG GAG GAA ATA AAA GAA AAC 1620 

Q E E I K E N 540 
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1621 ACA AAG AAC GAC AAA 

541 T K N D K 

1666 AGT TAT CCT GAC CCT 

556 S Y P D P 

1711 TGT TGG TCT AAA GAT 

571 C W S K D 

1756 GGG GGA ATA TTT GAG 

586 G G I F E 



1801 GTA ACA AAT GAG CAC 
601 V T N E H 

184 6 TTC GGG GCC TTT TTA 
616 F G A F L 
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CAA ATG GTC CAA TAT ATT 
Q M V Q Y I 

ATA TTG TTG ATG AAA AGT 
I L L M K S 

GCA GAA TAT GGA CTC TAT 
A E Y G L Y 

CTT AAG GAA AAT GAC AGA 
L K E N D R 



TTG ATA GAC ATG GAC CAT 
L I D M D H 

GTT GGC TGA 
V G * 



TAC AAA TAC ACA 1665 

Y K Y T 555 

GCT AGA AAT AGT 1710 

A R N S 570 

TCC ATC TAT CAA 1755 

S I Y Q 585 

ATT TTT GTT TCT 1800 

I F V S 600 



GAA GCC AGT TTT 1845 
E A S F 615 

1866 
622 



WO 2005/103077 



PCT/EP2005/003158 



28/41 

Figur23 

Nukleinsauresequenz und korrespondierende Aminosauresequenz von scTNF 

Konstrukt E 



1 ATG GCT ATC ATC TAG CTC ATC CTC 

1 MAIIYLIL 

4 6 GCG GCC GCG GAT TAC AAA GAG GAT 

16 AAADYKDD 

91 TCT TCT CGA ACC CCG AGT GAC AAG 

31 SSRTPSDK 

13 6 AAC CCT CAA GCT GAG GGG CAG CTC 

46 NPQAEGQL 

181 AAT GCC CTC CTG GCC AAT GGC GTG 

61 NALLANGV 

226 GTG GTG CCA TCA GAG GGC CTG TAC 

76 VVPSEGLY 

271 TTC AAG GGC CAA GGC TGC CCC TCC 

91 FKGQGCPS 

316 ACC ATC AGC CGC ATC GCC GTC TCC 

106 TISRIAVS 

3 61 CTC TCT GCC ATC AAG AGC CCC TGC 
121 LSAIKSPC 

406 GCT GAG GCC AAG CCC TGG TAT GAG 

136 AEAKPWYE 

451 TTC CAG CTG GAG AAG GGT GAC CGA 

151 FQLEKGDR 

4 96 CCC GAC TAT CTC GAC TTT GCC GAG 
166 PDYLDFAE 

541 ATC ATT GCC CTG GGT GGC GGT TCT 

181 IIALGGGS 

58 6 TCT GGT GGC GGA TCA TCA TCT TCT 

196 SGGGSSSS 

631 GTA GCC CAT GTT GTA GCA AAC CCT 

211 VAHVVANP 

67 6 TGG CTG AAC CGC CGG GCC AAT GCC 

226 WLNRRANA 



CTG TTC ACC GCT GTG CGG GGC 4 5 

LFTAVRG 15 

GAC GAT AAA GAA TTC GGA TCA 90 

DDKEFGS 30 

CCT GTA GCC CAT GTT GTA GCA 135 

PVAHVVA 45 

CAG TGG CTG AAC CGC CGG GCC 18 0 

QWLNRRA 60 

GAG CTG AGA GAT AAC CAG CTG 225 

ELRDNQL 75 

CTC ATC TAC TCC CAG GTC CTC 270 

LIYSQVL 90 

ACC CAT GTG CTC CTC ACC CAC 315 

T H V L L T H 105 

TAC CAG ACC AAG GTC AAC CTC 360 

Y Q T K V N L 120 

CAG AGG GAG ACC CCA GAG GGG 4 05 

Q R E T P E G 135 

CCC ATC TAT CTG GGA GGG GTC 450 

P I Y L G G V 150 

CTC AGC GCT GAG ATC AAT CGG 4 95 

L S A E I N R 165 

TCT GGG CAG GTC TAC TTT GGG 54 0 

S G Q V Y F G 180 

GGT GGC GGT TCT GGT GGC GGT 585 

G G G S G G G 195 

CGA ACC CCG AGT GAC AAG CCT 630 

R T P S D K P 210 

CAA GCT GAG GGG CAG CTC CAG 675 

Q A E G Q L Q 225 

CTC CTG GCC AAT GGC GTG GAG 720 

L L A N G V E 240 



721 
241 



CTG AGA GAT AAC CAG CTG GTG GTG CCA TCA GAG GGC CTG TAC CTC 
LRDNQLVVPSEGLYL 



765 
255 
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7 66 ATC TAC TCC CAG GTC CTC TTC AAG 

256 IYSQVLFK 

811 CAT GTG CTC CTC ACC CAC ACC ATC 

271 HVLLTHTI 

856 CAG ACC AAG GTC AAC CTC CTC TCT 

286 QTKVNLLS 

901 AGG GAG ACC CCA GAG GGG GCT GAG 

301 RET PEGAE 

94 6 ATC TAT CTG GGA GGG GTC TTC CAG 

316 IYLGGVFQ 

991 AGC GCT GAG ATC AAT CGG CCC GAC 

331 SAEINRPD 

103 6 GGG CAG GTC TAC TTT GGG ATC ATT 

346 GQVYFGII 

1081 GGC GGT TCT GGT GGC GGT TCT GGT 

361 GGSGGGSG 

1126 ACC CCG AGT GAC AAG CCT GTA GCC 

376 TPSDKPVA 

1171 GCT GAG GGG CAG CTC CAG TGG CTG 

391 AEGQLQWL 

1216 CTG GCC AAT GGC GTG GAG CTG AGA 

406 LANGVELR 

1261 TCA GAG GGC CTG TAC CTC ATC TAC 

421 SEGLYLIY 

130 6 CAA GGC TGC CCC TCC ACC CAT GTG 

436 QGCPSTHV 

1351 CGC ATC GCC GTC TCC TAC CAG ACC 

451 RIAVSYQT 

139 6 ATC AAG AGC CCC TGC CAG AGG GAG 

466 IKSPCQRE 

14 41 AAG CCC TGG TAT GAG CCC ATC TAT 

481 KPWYEPIY 

14 8 6 GAG AAG GGT GAC CGA CTC AGC GCT 

496 EKGDRLSA 

1531 CTC GAC TTT GCC GAG TCT GGG CAG 

511 LDFAESGQ 

157 6 CTG TGA 

526 L * 
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GGC CAA GGC TGC CCC TCC ACC 810 

G Q G C P S T 270 

AGC CGC ATC GCC GTC TCC TAC 855 

S R I A V S Y 285 

GCC ATC AAG AGC CCC TGC CAG 900 

A I K S P C Q 300 

GCC AAG CCC TGG TAT GAG CCC 94 5 

A K P W Y E P 315 

CTG GAG AAG GGT GAC CGA CTC 990 

L E K G D R L 330 

TAT CTC GAC TTT GCC GAG TCT 1035 

Y L D F A E S 345 

GCC CTG GGT GGC GGT TCT GGT 1080 

A L G G G S G 360 

GGC GGA TCA TCA TCT TCT CGA 1125 

G G S S S S R 375 

CAT GTT GTA GCA AAC CCT CAA 1170 

H V V A N P Q 390 

AAC CGC CGG GCC AAT GCC CTC 1215 

N R R A N A L 405 

GAT AAC CAG CTG GTG GTG CCA 12 60 

D N Q L V V P 420 

TCC CAG GTC CTC TTC AAG GGC 1305 

S Q V L F K G 435 

CTC CTC ACC CAC ACC ATC AGC 1350 

L L T H T I S 450 

AAG GTC AAC CTC CTC TCT GCC 1395 

K V N L L S A 465 

ACC CCA GAG GGG GCT GAG GCC 14 4 0 

T P E G A E A 480 

CTG GGA GGG GTC TTC CAG CTG 14 85 

L G G V F Q L 495 

GAG ATC AAT CGG CCC GAC TAT 1530 

E I N R P D Y 510 

GTC TAC TTT GGG ATC ATT GCC 1575 

V Y F G I I A 525 

1581 
526 
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Figur 24 

Nukleinsauresequenz und korrespondiercnde Aminosauresequenz von scFasL- 

AMAIZe 

KonstruktF 



1 ATG GAC TGG ACC TGG 

1 M D W T W 

4 6 GGG GCC CAC AGC CAG 

16 G A H S Q 

91 GTA GAG CCT GGG GGG 

31 V E P G G 

13 6 TTC ACT TTC AGT AAT 

46 F T F S N 

181 GGG AAG GGG CTG GAG 

61 G K G L E 

22 6 GGT GGG ACA GCA GAG 

76 G G T A E 

271 ATC TCA AGA GAT GAT 

91 I S R D D 

316 AGC CTG AAA ACC GAC 

106 S L K T D 

3 61 GTC TAC GGT GCC CCC 
121 V Y G A P 

40 6 GTC TCC TCA GCC TCC 

136 V S S A S 

4 51 TTT TCA GAA GCA CGC 
151 F S E A R 

4 96 GTG TCT GCG GCC CCA 

166 V S A A P 

541 AGC AGC TCC AAC ATT 

181 S S S N I 

58 6 CTC CCA GGA ACA GCC 

196 L P G T A 

631 CGA TTC TCA GGA GTT 

211 R F S G V 

67 6 ACG TCA GCC ACC CTG 

226 T S A T L 

721 GCC GAT TAT TAC TGC 

241 A D Y Y C 



CGC GTG TTT TGC CTG CTC 
R V F C L L 

GTA CAG CTG GTG CAG TCT 

V Q L V Q S 

TCC CTT AGA CTC TCC TGT 
S L R L S C 

GCC TGG ATG AGC TGG GTC 
A W M S W V 

TGG GTT GGC CGT ATA AAA 
W V G R I K 

TAC GCT GCA CCC GTG AAA 

V A A P V K 

TCA CAA AAC ACG CTG TAT 
S Q N T L Y 

GAC ACA GCC GTG TAT TAC 
D T A V Y Y 

CGG AAC TGG GGC CAG GGA 
R N W G Q G 

ACC AAG GGC CCA AAG CTT 
T K G P K L 

GTA CAG TCT GTG TTG ACT 

V Q S V L T 

GGA CAG AAG GTC ACC ATC 
G Q K V T I 

GGA AAT AAT TAT GTC TCC 
G N N Y V S 

CCC AAA CTC CTC ATT TAT 
P K L L I Y 

CCT GAC CGA TTC TCT GGC 
P D R F S G 

GGC ATC ACC GGG CTC CAG 
G I T G L Q 

GGA GCA TGG GAT GGC AGC 
G A W D G S 



GCC GTG GCT CCT 45 
A V A P 15 

GGG GGA GGC ATG 90 
G G G M 30 

GCA GCC TCT GGA 135 
A A S G 45 

CGC CAG GCT CCA 180 
R Q A P 60 

AGC AAA GCT GGT 225 

S K A G 75 

GGC AGA TTC ACC 270 

G R F T 90 

CTG CAA ATG AAC 315 

L Q M N 105 

TGT ACC ACA CAT 360 

C T T H 120 

TCC CTG GTC ACC 4 05 

S L V T 135 

GAA GAA GGT GAA 450 

E E G E 150 

CAG CCG CCC TCA 4 95 

Q P P S 165 

TCC TGC TCT GGA 54 0 

S C S G 180 

TGG TAC GTT CAA 585 

W Y V Q 195 

GAC AAT AAT AAG 630 

D N N K 210 

TCC AAG TCT GGC 675 

S K S G 225 

ACT GGG GAC GAG 720 

T G D E 240 

CTG CGT GAA GCG 7 65 

L R E A 255 
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7 66 GTA TTC GGC GGA GGG ACC AAG GTC 
256 VFGGGTKV 

811 GTT GAG CTC GAG gcg GCC GCG GAT 
271 VELEAAAD 

85 6 GAA TTC ACG CGT GAA AAA AAG GAG 
286 EFTREKKE 

901 ACA GGC AAG TCC AAC TCA AGG TCC 
301 TGKSNSRS 

94 6 ACC TAT GGA ATT GTC CTG CTT TCT 
316 TYGIVLLS 

991 GGC CTT GTG ATC AAT GAA ACT GGG 
331 GLVINETG 

1036 GTA TAC TTC CGG GGT CAA TCT TGC 
346 VYFRGQSC 

1081 AAG GTC TAC ATG AGG AAC TCT AAG 
361 KVYMRNSK 

112 6 ATG GAG GGG AAG ATG ATG AGC TAC 
376 MEGKMMSY 

1171 GCC CGC AGC AGC TAC CTG GGG GCA 
391 ARSSYLGA 

1216 GAT CAT TTA TAT GTC AAC GTA TCT 
406 DHLYVNVS 

12 61 GAG GAA TCT CAG ACG TTT TTC GGC 
421 EESQTFFG 

130 6 TCT GGT GGC GGT TCT GGT GGC GGT 
436 SGGGSGGG 

1351 AAG GAG CTG AGG AAA GTG GCC CAT 
451 KELRKVAH 

13 96 AGG TCC ATG CCT CTG GAA TGG GAA 
466 RSMPLEWE 

1441 CTT TCT GGA GTG AAG TAT AAG AAG 
481 LSGVKYKK 

14 86 ACT GGG CTG TAC TTT GTA TAT TCC 
496 TGLYFVYS 

1531 TCT TGC AAC AAC CTG CCC CTG AGC 
511 SCNNLPLS 

157 6 TCT AAG TAT CCC CAG GAT CTG GTG 
526 SKYPQDLV 
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ACC GTC CTA GGT GCG GCC GCA 810 
T V L G A A A 270 

TAC AAA GAC GAT GAC GAT AAA 855 

Y K D D D D K 285 

CTG AGG AAA GTG GCC CAT TTA 900 

L R K V A H L 300 

ATG CCT CTG GAA TGG GAA GAC 94 5 

M P L E W E D 315 

GGA GTG AAG TAT AAG AAG GGT 990 

G V K Y K K G 330 

CTG TAC TTT GTA TAT TCC AAA 1035 

L Y F V Y S K 345 

AAC AAC CTG CCC CTG AGC CAC 1080 

N N L P L S H 360 

TAT CCC CAG GAT CTG GTG ATG 1125 

Y P Q D L V M 375 

TGC ACT ACT GGG CAG ATG TGG 1170 

C T T G Q M W 390 

GTG TTC AAT CTT ACC AGT GCT 1215 

Y F N L T S A 405 

GAG CTC TCT CTG GTC AAT TTT 12 60 

E L S L V N F 420 

TTA TAT AAG CTC GGT GGC GGT 1305 

L Y K L G G G 435 

TCT GGT GGC GGA TCA GAA AAA 1350 

S G G G S E K 450 

TTA ACA GGC AAG TCC AAC TCA 1395 

L T G K S N S 465 

GAC ACC TAT GGA ATT GTC CTG 14 4 0 

D T Y G I V L 480 

GGT GGC CTT GTG ATC AAT GAA 14 85 

G G L V I N E 495 

AAA GTA TAC TTC CGG GGT CAA 1530 

K V Y F R G Q 510 

CAC AAG GTC TAC ATG AGG AAC 1575 

H K V Y M R N 525 

ATG ATG GAG GGG AAG ATG ATG 1620 

M M E G K M M 540 
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1621 AGC TAC TGC ACT ACT GGG CAG 

541 S Y C T T G Q 

1666 GGG GCA GTG TTC AAT CTT ACC 

556 G A V F N L T 

1711 GTA TCT GAG CTC TCT CTG GTC 

571 V S E L S L V 

1756 TTC GGC TTA TAT AAG CTC GGT 

586 F G L Y K L G 

1801 GGC GGT TCT GGT GGC GGA TCC 

601 G G S G G G S 

184 6 GCC CAT TTA ACA GGC AAG TCC 

616 A H L T G K S 

1891 TGG GAA GAC ACC TAT GGA ATT 

631 W E D T Y G I 

193 6 AAG AAG GGT GGC CTT GTG ATC 

646 K K G G L V I 

1981 TAT TCC AAA GTA TAC TTC CGG 

661 Y S K V Y F R 

202 6 CTG AGC CAC AAG GTC TAC ATG 

676 L S H K V Y M 

2071 CTG GTG ATG ATG GAG GGG AAG 

691 L V M M E G K 

2116 CAG ATG TGG GCC CGC AGC AGC 

706 Q M W A R S S 

2161 ACC AGT GCT GAT CAT TTA TAT 

721 T S A D H L Y 

220 6 GTC AAT TTT GAG GAA TCT CAG 

736 V N F E E S Q 

2251 TGA 

751 * 



32/41 



ATG TGG GCC CGC AGC AGC TAC CTG 1665 

MWARSSYL 555 

AGT GCT GAT CAT TTA TAT GTC AAC 1710 

SADHLYVN 570 

AAT TTT GAG GAA TCT CAG ACG TTT 1755 

NFEESQTF 585 

GGC GGT TCT GGT GGC GGT TCT GGT 1800 

GGSGGGSG 600 

GAA AAA AAG GAG CTG AGG AAA GTG 1845 

EKKELRKV 615 

AAC TCA AGG TCC ATG CCT CTG GAA 18 90 

NSRSMPLE 630 

GTC CTG CTT TCT GGA GTG AAG TAT 1935 

VLLSGVKY 645 

AAT GAA ACT GGG CTG TAC TTT GTA 1980 

NETGLYFV 660 

GGT CAA TCT TGC AAC AAC CTG CCC 2025 

GQSCNNLP 675 

AGG AAC TCT AAG TAT CCC CAG GAT 2 07 0 

RNSKYPQD 690 

ATG ATG AGC TAC TGC ACT ACT GGG 2115 

MMSYCTTG 705 

TAC CTG GGG GCA GTG TTC AAT CTT 2160 

YLGAVFNL 720 

GTC AAC GTA TCT GAG CTC TCT CTG 2205 

VNVSELSL 735 

ACG TTT TTC GGC TTA TAT AAG CTC 2250 

TFFGLYKL 750 

2253 
751 
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Figur25 

Nukleinsauresequenz und korrespondierende Aminosauresequenz von scTRAIL-AMAIZe 
Konstrukt G 



1 ATG GAC TGG ACC TGG CGC GTG 

1 MDWTWRV 

4 6 GGG GCC CAC AGC CAG GTA CAG 

16 G A H S Q V Q 

91 GTA GAG CCT GGG GGG TCC CTT 

31 VEPGGSL 

13 6 TTC ACT TTC AGT AAT GCC TGG 

46 FTFSNAW 

181 GGG AAG GGG CTG GAG TGG GTT 

61 GKGLEWV 

22 6 GGT GGG ACA GCA GAG TAG GCT 

76 GGTAEYA 

271 ATC TCA AGA GAT GAT TCA CAA 

91 ISRDDSQ 

316 AGC CTG AAA ACC GAC GAC ACA 

106 S L K T D D T 

361 GTC TAC GGT GCC CCC CGG AAC 

121 V Y G A P R N 

40 6 GTC TCC TCA GCC TCC ACC AAG 

136 V S S A S T K 

451 TTT TCA GAA GCA CGC GTA CAG 

151 F S E A R V Q 

4 96 GTG TCT GCG GCC CCA GGA CAG 

166 V S A A P G Q 

541 AGC AGC TCC AAC ATT GGA AAT 

181 S S S N I G N 

58 6 CTC CCA GGA ACA GCC CCC AAA 

196 L P G T A P K 

631 CGA TTC TCA GGA GTT CCT GAC 

211 R F S G V P D 

676 ACG TCA GCC ACC CTG GGC ATC 

226 T S A T L G I 



TTT TGC CTG CTC GCC GTG GCT CCT 45 
FCLLAVAP 15 

CTG GTG CAG TCT GGG GGA GGC ATG 90 
LVQSGGGM 30 

AGA CTC TCC TGT GCA GCC TCT GGA 135 
RLSCAASG 45 

ATG AGC TGG GTC CGC CAG GCT CCA 180 
MSWVRQAP 60 

GGC CGT ATA AAA AGC AAA GCT GGT 225 
GRIKSKAG 75 

GCA CCC GTG AAA GGC AGA TTC ACC 270 
APVKGRFT 90 

AAC ACG CTG TAT CTG CAA ATG AAC 315 
NTLYLQMN 105 

GCC GTG TAT TAC TGT ACC ACA CAT 3 60 

AVYYCTTH 120 

TGG GGC CAG GGA TCC CTG GTC ACC 4 05 

WGQGSLVT 135 

GGC CCA AAG CTT GAA GAA GGT GAA 450 

GPKLEEGE 150 

TCT GTG TTG ACT CAG CCG CCC TCA 4 95 

SVLTQPPS 165 

AAG GTC ACC ATC TCC TGC TCT GGA 54 0 

KVTISCSG 180 

AAT TAT GTC TCC TGG TAC GTT CAA 585 

NYVSWYVQ 195 

CTC CTC ATT TAT GAC AAT AAT AAG 630 

LLIYDNNK 210 

CGA TTC TCT GGC TCC AAG TCT GGC 675 

RFSGSKSG 225 

ACC GGG CTC CAG ACT GGG GAC GAG 720 

TGLQTGDE 240 
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721 GCC GAT TAT TAC TGC GGA GCA 
241 A D Y Y C G A 

7 66 GTA TTC GGC GGA GGG ACC AAG 
256 V F G G G T K 

811 GTT GAG CTC GAG GCG GCC GCG 
271 V E L E A A A 

856 GAA TTC GGA ACC TCT GAG GAA 
286 E F G T S E E 

901 CAA CAA AAT ATT TCT CCC CTA 
301 Q Q N I S P L 

94 6 GTA GCA GCT CAC ATA ACT GGG 
316 V A A H I T G 

991 TCT TCT CCA AAC TCC AAG AAT 
331 S S P N S K N 

103 6 AAC TCC TGG GAA TCA TCA AGG 
346 N S W E S S R 

1081 TTG CAC TTG AGG AAT GGT GAA 
361 L H L R N G E 

112 6 TAC TAC ATC TAT TCC CAA ACA 

376 Y Y I Y S Q T 

1171 AAA GAA AAC ACA AAG AAC GAC 

391 K E N T K N D 

1216 AAA TAC ACA AGT TAT CCT GAC 

406 K Y T S Y P D 

12 61 AGA AAT AGT TGT TGG TCT AAA 
421 R N S C W S K 

130 6 ATC TAT CAA GGG GGA ATA TTT 

436 I Y Q G G I F 

1351 TTT GTT TCT GTA ACA AAT GAG 

451 F V S V T N E 

13 9 6 GCC AGT TTT TTC GGG GCC TTT 
466 AS F F G A F 

14 41 GGC GGT TCT GGT GGC GGT TCT 
481 G G S G G G S 

148 6 ACC ATT TCT ACA GTT CAA GAA 

496 T I S T V Q E 

1531 GTG AGA GAA AGA GGT CCT CAG 

511 V R E R G P Q 
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TGG GAT GGC AGC CTG CGT GAA GCG 7 65 

WDGSLREA 255 

GTC ACC GTC CTA GGT GCG GCC GCA 810 

VTVLGAAA 270 

GAT TAC AAA GAC GAT GAC GAT AAA 855 

DYKDDDDK 285 

ACC ATT TCT ACA GTT CAA GAA AAG 900 

TISTVQEK 300 

GTG AGA GAA AGA GGT CCT CAG AGA 945 

VRERGPQR 315 

ACC AGA GGA AGA AGC AAC ACA TTG 990 

TRGRSNTL 330 

GAA AAG GCT CTG GGC CGC AAA ATA 1035 

EKALGRKI 345 

AGT GGG CAT TCA TTC CTG AGC AAC 108 0 

SGHSFLSN 360 

CTG GTC ATC CAT GAA AAA GGG TTT 1125 

LVIHEKGF 375 

TAC TTT CGA TTT CAG GAG GAA ATA 117 0 

YFRFQEEI 390 

AAA CAA ATG GTC CAA TAT ATT TAC 1215 

KQMVQYIY 405 

CCT ATA TTG TTG ATG AAA AGT GCT 12 60 

PILLMKSA 420 

GAT GCA GAA TAT GGA CTC TAT TCC 1305 

DAEYGLYS 435 

GAG CTT AAG GAA AAT GAC AGA ATT 1350 

ELKENDRI 450 

CAC TTG ATA GAC ATG GAC CAT GAA 13 95 

HLIDMDHE 465 

TTA GTT GGC GGT GGC GGT TCT GGT 14 4 0 

LVGGGGSG 480 

GGT GGC GGA TCA ACC TCT GAG GAA 1485 

GGGSTSEE 495 

AAG CAA CAA AAT ATT TCT CCC CTA 1530 

KQQNISPL 510 

AGA GTA GCA GCT CAC ATA ACT GGG 157 5 

RVAAHITG 525 



WO 2005/103077 



PCT/EP2005/003158 



Forts etzung Figur 25 



157 6 ACC AGA GGA AGA AGC AAC ACA TTG 

526 TRGRSNTL 

1621 GAA AAG GCT CTG GGC CGC AAA ATA 

541 EKALGRKI 

1666 AGT GGG CAT TCA TTC CTG AGC AAC 

556 SGHSFLSN 

1711 CTG GTC ATC CAT GAA AAA GGG TTT 

571 LVIHEKGF 

1756 TAC TTT CGA TTT CAG GAG GAA ATA 

586 YFRFQEEI 

1801 AAA CAA ATG GTC CAA TAT ATT TAC 

601 KQMVQYIY 

184 6 CCT ATA TTG TTG ATG AAA AGT GCT 

616 PILLMKSA 

1891 GAT GCA GAA TAT GGA CTC TAT TCC 

631 DAEYGLYS 

1936 GAG CTT AAG GAA AAT GAC AGA ATT 

646 ELKENDRI 

1981 CAC TTG ATA GAC ATG GAC CAT GAA 

661 HLIDMDHE 

202 6 TTA GTT GGC GGT GGC GGT TCT GGT 

676 LVGGGGSG 

2 071 GGT GGC GGA TCC ACC TCT GAG GAA 

691 GGGSTSEE 

2116 AAG CAA CAA AAT ATT TCT CCC CTA 

706 KQQNISPL 

2161 AGA GTA GCA GCT CAC ATA ACT GGG 

721 RVAAHITG 

220 6 TTG TCT TCT CCA AAC TCC AAG AAT 

736 LSSPNSKN 

2251 ATA AAC TCC TGG GAA TCA TCA AGG 

751 INSWESSR 

2296 AAC TTG CAC TTG AGG AAT GGT GAA 

766 NLHLRNGE 

2341 TTT TAC TAC ATC TAT TCC CAA ACA 

781 FYYIYSQT 

238 6 ATA AAA GAA AAC ACA AAG AAC GAC 

796 IKENTKND 
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TCT TCT CCA AAC TCC AAG AAT 1620 
S S P N S K N 540 

AAC TCC TGG GAA TCA TCA AGG 1665 
N S W E S S R 555 

TTG CAC TTG AGG AAT GGT GAA 1710 
L H L R N G E 570 

TAC TAC ATC TAT TCC CAA ACA 1755 
Y Y I Y S Q T 585 

AAA GAA AAC ACA AAG AAC GAC 1800 
K E N T K N D 600 

AAA TAC ACA AGT TAT CCT GAC 1845 
K Y T S Y P D 615 

AGA AAT AGT TGT TGG TCT AAA 1890 
R N S C W S K 630 

ATC TAT CAA GGG GGA ATA TTT 1935 
1 Y Q G G I F 645 

TTT GTT TCT GTA ACA AAT GAG 1980 
F V S V T N E 660 

GCC AGT TTT TTC GGG GCC TTT 2025 

A S F F G A F 675 

GGC GGT TCT GGT GGC GGT TCT 2070 

G G S G G G S 690 

ACC ATT TCT ACA GTT CAA GAA 2115 

T I S T V Q E 705 

GTG AGA GAA AGA GGT CCT CAG 2160 

V R E R G P Q 720 

ACC AGA GGA AGA AGC AAC ACA 2205 

T R G R S N T 735 

GAA AAG GCT CTG GGC CGC AAA 2250 

E K A L G R K 750 

AGT GGG CAT TCA TTC CTG AGC 22 95 

S G H S F L S 765 

CTG GTC ATC CAT GAA AAA GGG 234 0 

L V I H E K G 780 

TAC TTT CGA TTT CAG GAG GAA 2385 

Y F R F Q E E 795 

AAA CAA ATG GTC CAA TAT ATT 2430 

K Q M V Q Y I 810 
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2 431 TAC AAA TAG ACA AGT TAT CCT GAC 

811 YKYTSYPD 

247 6 GCT AGA AAT AGT TGT TGG TCT AAA 

826 ARNSCWSK 

2521 TCC ATC TAT CAA GGG GGA ATA TTT 

841 SIYQGGIF 

2566 ATT TTT GTT TCT GTA ACA AAT GAG 

856 IFVSVTNE 

2 611 GAA GCC AGT TTT TTC GGG GCC TTT 

871 EASFFGAF 
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CCT ATA TTG TTG ATG AAA AGT 2475 

P I L L M K S 825 

GAT GCA GAA TAT GGA CTC TAT 2520 

D A E Y G L Y 840 

GAG CTT AAG GAA AAT GAC AGA 2565 

E L K E N D R 855 

CAC TTG ATA GAC ATG GAC CAT 2610 

H L I D M D H 870 

TTA GTT GGC TGA 2 64 6 
L V G * 881 
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Figur26 

Nukleinsauresequenz und korrespondierende Aminosauresequenz von scTNF- 
AMAIZe 

Konstrukt H 



1 ATG GAC TGG ACC TGG CGC GTG 
1 MDWTWRV 

4 6 GGG GCC CAC AGO CAG GTA CAG 
16 GAHSQVQ 

91 GTA GAG CCT GGG GGG TCC CTT 
31 VEPGGSL 

13 6 TTC ACT TTC AGT AAT GCC TGG 
46 FTFSNAW 

181 GGG AAG GGG CTG GAG TGG GTT 
61 GKGLEWV 

22 6 GGT GGG ACA GCA GAG TAC GCT 
76 GGTAEYA 

271 ATC TCA AGA GAT GAT TCA CAA 
91 ISRDDSQ 

316 AGC CTG AAA ACC GAC GAC ACA 
106 S L K T D D T 

3 61 GTC TAC GGT GCC CCC CGG AAC 
121 V Y G A P R N 

406 GTC TCC TCA GCC TCC ACC AAG 
136 V S S A S T K 

4 51 TTT TCA GAA GCA CGC GTA CAG 
151 F S E A R V Q 

4 96 GTG TCT GCG GCC CCA GGA CAG 
166 V S A A P G Q 

541 AGC AGC TCC AAC ATT GGA AAT 
181 S S S N I G N 

58 6 CTC CCA GGA ACA GCC CCC AAA 
196 L P G T A P K 

631 CGA TTC TCA GGA GTT CCT GAC 

211 R F S G V P D 

67 6 ACG TCA GCC ACC CTG GGC ATC 

226 T S A T L G I 

721 GCC GAT TAT TAC TGC GGA GCA 

241 A D Y Y C G A 



TTT TGC CTG CTC GCC GTG GCT CCT 4 5 

FCLLAVAP 15 

CTG GTG CAG TCT GGG GGA GGC ATG 90 

LVQSGGGM 30 

AGA CTC TCC TGT GCA GCC TCT GGA 135 

RLSCAASG 45 

ATG AGC TGG GTC CGC CAG GCT CCA 180 

MSWVRQAP 60 

GGC CGT ATA AAA AGC AAA GCT GGT 225 

GRIKSKAG 75 

GCA CCC GTG AAA GGC AGA TTC ACC 270 

APVKGRFT 90 

AAC ACG CTG TAT CTG CAA ATG AAC 315 

NTLYLQMN 105 

GCC GTG TAT TAC TGT ACC ACA CAT 3 60 

AVYYCTTH 120 

TGG GGC CAG GGA TCC CTG GTC ACC 4 05 

WGQGSLVT 135 

GGC CCA AAG CTT GAA GAA GGT GAA 4 50 

GPKLEEGE 150 

TCT GTG TTG ACT CAG CCG CCC TCA 4 95 

SVLTQPPS 165 

AAG GTC ACC ATC TCC TGC TCT GGA 54 0 

KVTISCSG 180 

AAT TAT GTC TCC TGG TAC GTT CAA 585 

NYVSWYVQ 195 

CTC CTC ATT TAT GAC AAT AAT AAG 630 

LLIYDNNK 210 

CGA TTC TCT GGC TCC AAG TCT GGC 675 

RFSGSKSG 225 

ACC GGG CTC CAG ACT GGG GAC GAG 720 

TGLQTGDE 240 

TGG GAT GGC AGC CTG CGT GAA GCG 7 65 

WDGSLREA 255 



WO 2005/103077 



PCT/EP2005/003158 



Fortsetzung Figur 26 



7 66 GTA TTC GGC GGA GGG ACC AAG 
256 V F G G G T K 

811 GTT GAG CTC GAG GCG GCC GCG 
271 V E L E A A A 

856 GAA TTC GGA TCA TCT TCT CGA 
286 E F G S S S R 

901 CAT GTT GTA GCA AAC CCT CAA 
301 H V V A N P Q 

94 6 AAC CGC CGG GCC AAT GCC CTC 
316 N R R A N A L 

991 GAT AAC CAG CTG GTG GTG CCA 
331 D N Q L V V P 

103 6 TCC CAG GTC CTC TTC AAG GGC 
346 S Q V L F K G 

1081 CTC CTC ACC CAC ACC ATC AGC 
361 L L T H T I S 

112 6 AAG GTC AAC CTC CTC TCT GCC 
376 K V N L L S A 

1171 ACC CCA GAG GGG GCT GAG GCC 
391 T P E G A E A 

1216 CTG GGA GGG GTC TTC CAG CTG 
406 L G G V F Q L 

12 61 GAG ATC AAT CGG CCC GAC TAT 
421 E I N R P D Y 

130 6 GTC TAC TTT GGG ATC ATT GCC 
436 V Y F G I I A 

1351 TCT GGT GGC GGT TCT GGT GGC 
451 S G G G S G G 

1396 AGT GAC AAG CCT GTA GCC CAT 
466 S D K P V A H 

1441 GGG CAG CTC CAG TGG CTG AAC 

481 G Q L Q W L N 

14 8 6 AAT GGC GTG GAG CTG AGA GAT 

496 N G V E L R D 

1531 GGC CTG TAC CTC ATC TAC TCC 

511 G L Y L I Y S 

157 6 TGC CCC TCC ACC CAT GTG CTC 

526 C P S T H V L 
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GTC ACC GTC CTA GGT GCG GCC GCA 810 

VTVLGAAA 270 

GAT TAC AAA GAC GAT GAC GAT AAA 855 

DYKDDDDK 285 

ACC CCG AGT GAC AAG CCT GTA GCC 900 

TPSDKPVA 300 

GCT GAG GGG CAG CTC CAG TGG CTG 945 

AEGQLQWL 315 

CTG GCC AAT GGC GTG GAG CTG AGA 990 

LANGVELR 330 

TCA GAG GGC CTG TAC CTC ATC TAC 1035 

SEGLYLIY 345 

CAA GGC TGC CCC TCC ACC CAT GTG 1080 

QGCPSTHV 360 

CGC ATC GCC GTC TCC TAC CAG ACC 1125 

RIAVSYQT 375 

ATC AAG AGC CCC TGC CAG AGG GAG 117 0 

IKSPCQRE 390 

AAG CCC TGG TAT GAG CCC ATC TAT 1215 

KPWYEPIY 405 

GAG AAG GGT GAC CGA CTC AGC GCT 12 60 

EKGDRLSA 420 

CTC GAC TTT GCC GAG TCT GGG CAG 1305 

LDFAESGQ 435 

CTG GGT GGC GGT TCT GGT GGC GGT 1350 

LGGGSGGG 450 

GGA TCA TCA TCT TCT CGA ACC CCG 13 95 

GSSSSRTP 465 

GTT GTA GCA AAC CCT CAA GCT GAG 14 40 

VVANPQAE 480 

CGC CGG GCC AAT GCC CTC CTG GCC 14 85 

RRANALLA 495 

AAC CAG CTG GTG GTG CCA TCA GAG 1530 

NQLVVPSE 510 

CAG GTC CTC TTC AAG GGC CAA GGC 1575 

QVLFKGQG 525 

CTC ACC CAC ACC ATC AGC CGC ATC 1620 

LTHTISRI 540 
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1621 GCC GTC TCC TAG CAG ACC AAG 

541 A V S Y Q T K 

1666 AGC GCC TGC CAG AGG GAG ACC 

556 S P C Q R E T 

1711 TGG TAT GAG CCC ATC TAT CTG 

571 W Y E P I Y L 

1756 GGT GAC CGA CTC AGC GCT GAG 

586 G D R L S A E 

1801 TTT GCC GAG TCT GGG CAG GTC 

601 F A E S G Q V 

184 6 GGC GGT TCT GGT GGC GGT TCT 

616 G G S G G G S 

1891 TCA TCT TCT CGA ACC CCG AGT 

631 S S S R T P S 

1936 GCA AAC CCT CAA GCT GAG GGG 

646 AN P Q A E G 

1981 GCC AAT GCC CTC CTG GCC AAT 

661 A N A L L A N 

202 6 CTG GTG GTG CCA TCA GAG GGC 

676 L V V P S E G 

2071 CTC TTC AAG GGC CAA GGC TGC 

691 L F K G Q G C 

2116 CAC ACC ATC AGC CGC ATC GCC 

706 H T I S R I A 

2161 CTC CTC TCT GCC ATC AAG AGC 

721 L L S A I K S 

220 6 GGG GCT GAG GCC AAG CCC TGG 

736 G A E A K P W 

2251 GTC TTC CAG CTG GAG AAG GGT 

751 V F Q L E K G 

2296 CGG CCC GAC TAT CTC GAC TTT 

766 R P D Y L D F 

2341 GGG ATC ATT GCC CTG TGA 

781 G I I A L * 
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GTC AAC CTC CTC TCT GCC ATC AAG 1665 

VNLLSAIK 555 

CCA GAG GGG GCT GAG GCC AAG CCC 1710 

PEGAEAKP 570 

GGA GGG GTC TTC CAG CTG GAG AAG 17 55 

GGVFQLEK 585 

ATC AAT CGG CCC GAC TAT CTC GAC 18 00 

INRPDYLD 600 

TAC TTT GGG ATC ATT GCC CTG GGT 184 5 

YFGIIALG 615 

GGT GGC GGT TCT GGT GGC GGA TCA 1890 

GGGSGGGS 630 

GAC AAG CCT GTA GCC CAT GTT GTA 1935 

DKPVAHVV 645 

CAG CTC CAG TGG CTG AAC CGC CGG 198 0 

QLQWLNRR 660 

GGC GTG GAG CTG AGA GAT AAC CAG 2025 

GVELRDNQ 675 

CTG TAC CTC ATC TAC TCC CAG GTC 207 0 

LYLIYSQV 690 

CCC TCC ACC CAT GTG CTC CTC ACC 2115 

PSTHVLLT 705 

GTC TCC TAC CAG ACC AAG GTC AAC 2160 

VSYQTKVN 720 

CCC TGC CAG AGG GAG ACC CCA GAG 2205 

PCQRETPE 735 

TAT GAG CCC ATC TAT CTG GGA GGG 2250 

YEPIYLGG 750 

GAC CGA CTC AGC GCT GAG ATC AAT 22 95 

DRLSAEIN 765 

GCC GAG TCT GGG CAG GTC TAC TTT 234 0 

AESGQVYF 780 

2358 
785 
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